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Neue Beitrige zur Frage der EiweiGdenaturierung. 


l. Mitteilung: 


Alkoholdenaturierung. 


Von 


Mona Spiegel-Adolf. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Kolloidchemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 26, September 1928.) 


Systematische Untersuchungen der Veranderungen, welche Proteine 
unter dem EinfluB hoher Temperaturen', kurzwelligen Lichtes?, Radium- 
strahlung*® erfahren, haben gezeigt, daB sich sowohl die durch ver- 
schiedene Eingriffe entstandenen Denaturierungsprodukte ein und des- 
selben Proteins voneinander unterscheiden, als auch, daB verschiedene 
EiweiBkérper, gleichen Eingriffen ausgesetzt, andere Eigenschaften 
annehmen. So war es bei den eben erwahnten Untersuchungen nicht 
moglich gewesen, die beim Seralbumin nachgewiesene Reversibilitat 
der durch Hitzeeinwirkung hervorgebrachten Veranderungen bei 
einem anderen Eiweibkiérper oder anderem Denaturierungsverfahren 
nachzuahmen. Da aber gerade das Verhalten des Seralbumins beim 
Erhitzen fiir die Beurteilung der diesem Denaturierungsmodus zu- 
grunde liegenden chemischen Veranderungen am EiweiSmolekiil zur 
Stiitze der daraus gezogenen Folgerungen von Bedeutung erschien, 
so wurde nach weiteren Agenzien von leicht iibersehbarer Wirkungs- 
weise gesucht, deren Veranderungen am Protein in ahnlichem Sinne 
zu beeinflussen wiren. Gewisse Aussichten in der angedeuteten Richtung 
schien die Denaturierung von EiweiB durch Alkohol zu bieten. Denn 
sind zwar noch die theoretischen Ansichten iiber die der Hitze- 
' M. Spiegel-Adolj, diese Zeitschr. 170, 126, 1926; Naturwissensch. 


15. Jahrg., 799, 1927. 

2 Dieselbe, diese Zeitschr. 186, 181, 1927; 197, 197, 1928; Strahlen- 
therapie 29, 367, 1928. 

3 A. Fernau und M. Spiegel-Adolj, Diese Zeitschr. 204, 14, 1929; val. 
M. Spiegel-Adolf, Klin. Wochenschr., 7. Jahrg., S. 1592, 1928. 


Biochemische Zeitschrift Rand 204. 1 








ae 











2 M. Spiegel-Adolft : 


veranderung am Protein zugrunde liegenden Vorginge strittig, 
diirfte doch die von Sérensen und J iirgensen' festgestellte Tatsach« 
da hitzedenaturiertes Albumin weniger hydratisiert ist als genuines 
allgemein akzeptiert sein. Von der Wirkung des Alkohols ist wiederum 
bekannt, daf dieselbe hauptsiachlich in einer Entziehung des Hydrat 
wassers besteht. Ein Vergleich der auch sonst zu gleichen Zwecken 
(indirekte Bestimmung des isoelcktrischen Punktes usw.) heran 
gezogenen Hitze- und Alkoholwirkung schien daher in Hinblick auf 
die obige Fragestellung nicht aussichtslos zu sein. 


Die denaturierende Wirkung des Athylalkohols wurde an den 
wasserléslichen Proteinen Ser- und Ovalbumin, sowie Pseudoglobulin 
untersucht. Die beiden Bluteiwei®kGrper wurden in der iiblichen 
Weise durch Am,SO,-Fraktionierung aus Pferdeblutserum dargestellt, 
mittels Dialyse und Ek ktrodialyse gereinigt, das Ovalbumin durch 
Elektrodialyse bei wiederholtem Salzzusatz hergestellt. Die Kon- 
zentration der beziiglich ihrer Leitfihigkeit und H-lIonenaktivitat 
charakterisierten Lésungen betrug 1°/,. Uber das Verhalten von 
Ser- und Ovalbumin beim Erhitzen ist bereits in der eingangs erwahnten 
Mitteilung das Notwendige gesagt worden. Da vergleichbare Unter- 
suchungen iiber das Pseudoglobulin noch nicht veréffentlicht worden 
sind, so seien sie hier in Kiirze mitgeteilt, um bei der Erwahnung der 
entsprechenden Alkoholversuche darauf zuriickkommen zu kénnen. 

1° ige Pseudoglobulinlésungen, deren spezifische Leitfahigkeit 
3.7. 10-8 rez. Ohm, Cy 1.32 .107% betrug, wurden in GefiBen aus 
Jenaer Glas durch 15 Minuten im siedenden Wasserbad gehalten, der 
Niederschlag abfiltriert. Das Filtrat war praktisch eiweibfrei. Da in den 
Untersuchungen am Seralbumin gezeigt werden konnte, dab das Ver- 
halten des in Alkali aufgenommenen, hitzegefallten Niederschlags weit- 
gehend von dem Verhaltnis EiweiB : Alkali beeinfluBt war, so wurde 
in den Versuchen am Pseudoglobulin dieses Verhaltnis variiert. (Vgl. 
Tabelle L.) 

Tabelle I. 





he Niederschleg nach "Niederschiag nach 


Eiweis auf Erweifigebalt der Elektrodialyse erneut Elektrodialyse erneut 


0-3 ce Trockengehalt > mn t r r 
NNeOn” | SF Esme | giektregee | Sy SOW tnsnden | ot hou cee 
8 %p %Jo %o % 
4 0,27 kleiner als 0,05 
2  _ oe 
1 0,58 O15 0,08 0,01 
0,5 Mittel aus 3 Hest. 
0,2 0,9 kleiner als 0,05 


'S. P. L. Sérensen und BE. Jiirgensen, diese Zeitschr. 31, 397, 1911. 
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Kontrollversuche ergaben, da®B genuines Pseudoglobulin unter 
vergleichbaren Versuchsbedingungen durch Elektrodialyse nicht ver- 
andert worden ist. 

Hitzeverindertes Pseudoglobulin konnte somit nur in sehr _ be- 
schrinktem Mabe durch jene Bedingungen, welche die Verainderungen 
des analog behandelten Seralbumins zum Verschwinden bringen, 
wieder wasserlislich gemacht werden. Auch die Verwendung von 
héheren Laugenkonzentrationen blieb in diesem Sinne wirkungslos. 

Die Tatsache, daB auch bei den optimalen Versuchsbedingungen 
nur ein Teil des hitzeverinderten Pseudoglobulins wieder in wasser- 
léslichen Zustand iiberfiihrt werden konnte, erschien etwas auffallig 
Es konnte jedenfalls gezeigt werden, daB der wasserunlislich gebliebene 
Teil des hitzeverinderten Pseudoglobulins bei einer wiederholten 
Behandlung mit Lauge (unter Beriicksichtigung der Anderung der 
Eiweif'konzentration) sich als praktisch einheitlich beziiglich seiner 
Unléslichkeit verhalt. Worauf die Tatsache zuriickzufiihren sein mag. 
da8 nur ein Teil (etwa ein Viertel) des Pseudoglobulins nach Erhitzen 
wieder in den wasserléslichen Zustand iiberfiihrt werden kann, soll an 
dieser Stelle nicht weiter untersucht werden. Es sei noch darauf hin- 
gewiesen, daf auch in anderen Beziehungen physikalisch-chemische 
Unterschiede einzelner Globulinanteile erhoben worden sind und auch 
in Beziehung auf die Verteilung der Antikérper, entsprechend neuesten 
Arbeiten von Ornstein', die Halbsiattigungsfraktion des Serums sich 
nicht als einheitlich erweist. 

Bei der Ausfiihrung der Alkoholdenaturierung der genannten 
Proteine sollten zunichst zur Vermeidung einer Fraktionierung der 
EiweiBkérper dieselben méglichst quantitativ zur Ausfallung und 
Denaturierung gebracht werden. Um diesen Zweck zu erreichen, wurde 
versucht, die Alkoholenakonzentration der EiweiBalkoholmischung 
méglichst zu steigern. Vorversuche am Seralbumin haben ergeben, 
daB noch bei einer Alkoholendkonzentration von 48 und 64°, die 
Fallung des Proteins nicht vollstandig ist. Erst bei einer Endkonzentra- 
tion von etwa 90°, Alkohol erweist sich das Filtrat als eiweibfrei. 
Hingegen geniigen niedrigere Alkoholkonzentrationen, um unter sonst 
vergleichbaren Bedingungen Eialbumin und Pseudoglobulin zur voll- 
stiindigen Ausfillung zu bringen. So konnte gezeigt werden, daf Ei- 
albumin, welches entsprechend den Vorschriften von Sérensen® zu 
gleichen Teilen mit 95° igem Alkohol und nach einer Stunde mit der 
doppelten Menge Wassers versetzt worden war, nach 24 Stunden ein 
eiweiBfreies Filtrat ergibt. In ganz ahnlicher Weise verhalt sich das 


1 O. Ornstein, Klin. Wochenschr., 7. Jahrg., S. 1081, 1928. 
2 S. P. L. Sérensen, C. r. trav. d. Lab. Carlsberg 15, 1, 1925. 
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Pseudoglobulin, wahrend es nicht gelingt, bei gleichen Versuchs- 
bedingungen das Seralbumin vollstandig zur Fallung zu bringen (das 
Filtrat enthalt noch etwa 0,09°%, EiweiB). Noch weit auffalligere 
Unterschiede weisen die durch Alkoholeinwirkung erzeugten Nieder- 
schlage der verschiedenen Eiweiblésungen auf. Zunichst zeigten diese 
Produkte eine sehr verschiedene Léslichkeit in verdiinnten Laugen 
Wahrend bei vollstandig vergleichbaren Verhaltnissen das alkohol- 
gefallte Seralbumin sich in 0,001 bis 0,002 n NaOH innerhalb 24 Stunden 
vollstandig lést, wobei die Fliissigkeit die gleiche gelbliche Farbe an- 
nimmt wie die Ausgangslésung, ist die Léslichkeit des gefallten Pseudo- 
globulins erheblich geringer, die des Ovalbumins verschwindend klein. 
Versucht man nun, nach elektrodialytischer Beseitigung der Lauge 
festzustellen, ob die Alkalieinwirkung eine Modifikation der alkohol- 
gefillten Proteine hervorgerufen hat, so zeigen sich weitere Verschieden- 
heiten. Werden beim Seralbumin gleiche Verhaltnisse zwischen Eiweib- 
gehalt und Laugenkonzentration, die beim hitzegefallten Produkt zu 
einer vollstandigen Umwandlung des in Lauge gelisten Seralbumins in 
wasserlésliches EiweiB gefiihrt hatten, beobachtet, so wird auch das 
alkoholgefallte, zum gréBeren Teile wasserunlisliche Seralbumin in 
elektrolytfreiem Medium wieder vollstandig léslich. Wie aus der kleinen 
beigefiigten Tabelle II hervorgeht, ist diese Umsetzung quantitativ. 
Wird jedoch nur die halbe Laugenmenge verwendet, so reicht dieselbe 
wohl zur Lésung eines bestimmten Quantums alkoholgefallten Proteins, 
nicht aber zu seiner vollstandigen Uberfiihrung in wasserlésliches 
EiweiB aus. Bei der Elektrodialyse fallt ein Teil der gelésten Substanz 
wieder aus. Anders zeigte sich das Verhalten der Lésungen des alkohol- 
gefallten Pseudoglobulins und Ovalbumins nach ihrer Aufnahme in 
Lauge. Es konnte keine Konzentration der letzteren gefunden werden, 
bei welcher nicht beim Pseudoglobulin der gréBere Teil, beim Ovalbumin 
das gesamte in Lésung gegangene Protein nach Beseitigung des Elektro- 
lyten wieder ausfiel. 
Tabelle II. 
5 cem 2,5 °, igen Seralbumins mit gleichen Teilen 95°, igen Alkohols versetzt. 
Niederschlag in Alkali aufgenommen. 





Eiweifgehalt vor | Eiweifgehalt nach 


Alkali- : saly 
siiemaaiien der ee | der ae 
0 lo 
0,001 n 1,25 0,97 
0,002 n 0,45 0,45 


Bevor an die kritische Besprechung dieser Befunde gegangen 
wird, sollen noch die Ergebnisse von Versuchen mitgeteilt werden, 
die wegen der besonderen Art der Einwirkung des Alkohols auf EiweiS 
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EiweiBbdenaturierung. I. 5 


und der Natur der so entstehenden Produkte geboten erscheinen. So 
liegen Angaben in der Literatur vor, wonach die von Alkohol in Eiweib- 
lésungen hervorgerufenen Fallungen zunichst noch reversibel seien 
und erst allmahlich in eine Denaturierung des Eiweibes iibergingen' 

Es bestand daher die Méglichkeit, die vorgebrachten Befunde in 
dem Sinne zu deuten, daB die Alkoholdenaturierung bei den ver- 
schiedenen Proteinen verschieden rasch erfolge und dab bei langerer 
Einwirkung das Alkoholfallungsprodukt des Seralbumins ahnliche 
Eigenschaften annehmen kénne wie die entsprechenden der anderen 
Proteine. Ferner erschien es notwendig, zu entscheiden, welcher Anteil 
beim Léslichwerden des alkoholgefallten Seralbumins der Wirkung 
der NaOH und welcher der Beseitigung des Alkohols zukomme, mit 
anderen Worten, ob bei Beriihrung mit destilliertem Wasser allein 
ein Teil oder das gesamte alkoholgefallte Seralbumin wieder wasser- 
léslich wird. Zur Entscheidung dieser Fragen wurde die folgende 
Versuchsanordnung getroffen: 

Gleichen Mengen 1° iger Lésungen von Seralbumin, Ovalbumin 
und Pseudoglobulin wurde so viel Alkohol zugesetzt, da die End. 
konzentration 88°, betrug. Diese Fliissigkeiten wurden mit den darin 
gebildeten Niederschligen, in hohen Standglisern gut verschlossen, 
durch etwa 6 Wochen aufbewahrt. Nach Ablauf dieser Zeit, von der 
angenommen wurde, daB sie zur Erreichung eines Gleichgewichts 
zwischen Protein und Alkohol geniigte, wurden die Eiweibnieder- 
schlige durch Filtration von der tiberstehenden Flissigkeit getrennt 
Es wurde zuerst die Wasserléslichkeit der alkoholgefallten Proteine 
untersucht. Die Niederschlaige wurden durch Zusatz von destilliertem 
Wasser auf ihr urspriingliches Volumen aufgefiillt und unter Toluol- 
zusatz bei wiederholtem Aufwirbeln durch 48 Stunden bei Zimmer- 
temperatur gehalten. Nach Ablauf dieser Zeit wurde der Eiweibgehalt 
der iiberstehenden Fliissigkeit bestimmt (vgl. Tabelle II1). Aus der- 
selben geht hervor, dab, wihrend beim Pseudoglobulin und Ovalbumin 


Tabelle 111. 





Léslichkeit in Alkali 


hi — 0,005n KOH 005n KOH 
des Proteins —_ in Wasser vor der nach der vor der nach der 
Elektrodialyse Elektrodialyse Elektrodialyse Elektrodialyse 
"0 se 0 % "lo 0 
Seralbumin .| 0,35 0,65 0.65 
Pseudoglobulin | 0,05 0,2 0,12 0 0 
Ovalbumin . ./| 0,013 01 0 0,05 ) 


' Vgl. 0. Hammarsten, Lehrb. d. physiol. Chem. Wiesbaden, Bergmann, 
1922. 








nur verhaltnismabig geringe Mengen sich im Wasser gelist hatten 
beim Seralbumin etwa der dritte Teil des alkoholgefillten Proteins 
wieder wasserliéslich geworden war. Dieser bemerkenswerte Befund 
wurde in verschiedenen Richtungen untersucht. So konnte gezeigt 
werden,. daB schon nach weit kiirzerer EKinwirkungszeit des Alkohols 
(24 bis 48 Stunden) ein ahnliches Verhaltnis zwischen wasserunléslichem 
und wasserléslichem alkoholgefallten Protein erreicht ist (60:40 bzw. 
64: 36°). Im ersteren Falle wurde die lOfache, im zweiten Falle die 
30fache Wassermenge verwendet. 

Fiir die Auffassung des beschriebenen Phanomens erscheint es 
von Interesse festzustellen, ob auch die Lésung des alkoholgefillten 
Seralbumins zeitlich verlauft. Zu diesem Zwecke wurde eine ent- 
sprechende Versuchsreihe an einem bei 64° ,iger Alkoholkonzentration 
durch 24 Stunden gestandenen Seralbumin  angestellt. Die ent- 
sprechenden Ergebnisse sind in Tabelle IV enthalten. Aus derselben 
geht hervor, daB der gréBte Teil des nach 24 Stunden wasserléslichen 
Proteins diese Eigenschaft schon unmittelbar nach der Beseitigung 
des Alkohols aufweist. Somit scheint es festzustehen, dab ein Teil 
des Seralbumins der Denaturierung durch den Alkohol iiberhaupt 
entgeht. Bei der weitgehenden quantitativen Ubereinstimmung der 
nach kiirzerer und langerer Alkoholeinwirkungszeit erhaltenen Resultate 
diirfte es naheliegend sein, auch die ersteren in der gleichen Weise 
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4 zu deuten. 

Die Léslichkeit der alkoholgefillten Proteine in verdiinnter 
Lauge nimmt, ebenso wie bei den EiweiBkérpern, welche nur kiirzere 
Zeit unter der Einwirkung von Alkohol gestanden sind, in der Reihen- 
folge Seralbumin— Pseudoglobulin—Ovalbumin ab. Bei diesen Ver- 
suchen entfielen auf 1g EiweiB 2. 10~* Grammiaquivalente KOH. 
Nach elektrodialytischer Beseitigung der Lauge zeigte sich, dal das 
gesamte laugengeliste, alkoholgefillte Seralbumin wieder wasserléslich 
geworden war. Beim Pseudoglobulin haben sich etwa 60°, des bei 
Laugenbehandlung in Lésung gegangenen Materials nach Entfernung 
des Elektrolyten als wasserléslich erwiesen. Hingegen konnten nach 
der Elektrodialyse der entsprechenden Ovalbuminlésung keine Spuren 
: von wasserlislichen Eiweibkérpern mehr nachgewiesen werden. 


Tabelle IV. 





Zeit nach Lésung des EiweiStrockengehalt 


alkobolgetallten 
Seralbumins in Wasser % 
5 Min. 019 
OS 0,21 
60 , 0,23 
24 Std. 0,23 
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Es war nun immerhin der Einwand méglich, die verwendete Laugen- 
<onzentration geniige, um das alkoholgefillte Seralbumin wieder 
wasserléslich zu machen, reiche aber nicht aus, um die gleiche Er- 
scheinung bei dem in gleicher Weise behandelten Pseudoglobulin und 
Ovalbumin herbeizufiihren. Es liegen ja auch Angaben vor, wonach 
diese letzteren Proteine gegeniiber verschiedenen Einwirkungen leichter 
fallbar bzw. denaturierbar als das Seralbumin seien'. Es wurde daher 
versucht, die alkoholgefillten Niederschlige von Pseudoglobulin und 
Ovalbumin mit der zehnfachen Menge KOH zu behandeln. Es zeigte 
sich jedoch, daB das alkoholgefillte Produkt bei dieser Laugenkonzen- 
tration nahezu vollstindig unléslich ist, daB aber selbst die kleinen 
Mengen, welche vom alkoholgefillten Ovalbumin von der Lauge geldst 
werden, bei der Elektrodialyse quantitativ ausfallen. 


Versuchen wir nun, die bei der sechswéchigen Alkoholein- 
wirkungsdauer an Proteinen hervorgebrachten Veranderungen mit 
denjenigen zu vergleichen, welche schon bei einer Alkoholbehandlung 
von wenigen Tagen beobachtet werden, so zeigt sich in quantitativer 
und qualitativer Beziehung eine weitgehende Ubereinstimmung der- 
selben. Auf das zahlenmaBig praktisch gleiche Verhalten der Wasser- 
léslichkeit des alkoholgefillten Seralbumins ist bereits hingewiesen 
worden. Aber auch die Reihenfolge der Alkaliléslichkeit der gefallten 
Proteine bleibt nach langerer Alkoholeinwirkung erhalten. Und das 
gleiche gilt auch fiir das Verhalten der alkalischen Lésungen bei der 
Elektrodialyse. Gleichwie in den Versuchen unter kiirzerer Alkohol- 
einwirkungsdauer kann auch, nachdem der Alkohol durch 6 Wochen 
mit dem Seralbumin in Beriihrung stand, das gesamte gefallte Protein 
durch Behandlung mit verdiinnter Lauge wieder wasserléslich gemacht 
werden. Auch dieses letztere Produkt hat in beiden Fallen die gleichen 
Eigenschaften: es ist von neuem alkoholkoagulabel, wird durch Hitze- 
einwirkung gleichfalls zum Gerinnen gebracht, der Hitzekoagulations- 
punkt ist mit demjenigen des genuinen Proteins gleicher Konzentration 
identisch. Es zeigt bei Halbsittigung mit Am,SO, keine Triibung, 
wird aber bei Ganzsittigung mit diesem Salze gefallt. Der Versuch 
bei langdauernder Alkoholeinwirkung hat somit zwar gegeniiber den 
anderen, kiirzer dauernden Experimenten keine neue Ergebnisse ge- 
zeitigt, jedoch den Nachweis erbracht, daB die in den friiheren Versuchen 
erhobenen Befunde, besonders das Wiederléslichwerden von alkohol- 
gefilltem Seralbumin nach Laugenbehandlung, nicht als der Ausdruck 
einer zeitlich ungeniigend durchgefiihrten Denaturierung aufzufassen 
sind 


' Vgl. z. B.C. Tebb, Journ. of Physiol. 30, 25, 1903. 
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Fassen wir nun die von Alkohol an den Proteinen Seralbumin 
Pseudoglobulin und Ovalbumin bewirkten Veranderungen zusammen 
die bei méglichst hoch gewahlter Konzentration und Einwirkungszeit 
erzielt worden waren, so zeigt sich, daB diese Veranderungen bei den 
verschiedenen Proteinen in verschiedenem AusmaBe erfolgen. Wahrend 
es tiberhaupt nicht méglich war, unter den beobachteten Versuchs. 
bedingungen mehr als zwei Drittel des Gesamtseralbumins zur Denatu 
rierung zu bringen, aber auch dieses durch Behandlung mit verdiinnter 
Lauge restlos in lésliches EiweiB iiberfiihrt werden konnte, war es 
eigentlich praktisch nicht méglich, das einmal durch Alkoholeinwirkung 
gefallte Ovalbumin wieder wasserléslich zu machen. Das Pseudo- 
globulin scheint eine Mittelstellung einzunehmen, doch diirfte der 
weitaus gréBere Teil desselben beziiglich seiner Wasserléslichkeit 
irreversibel verandert sein. 

Vergleichen wir die durch die Alkoholeinwirkung hervorgebrachten 
Veranderungen mit den durch Temperatursteigerung auf 100° bedingten. 
so unterscheiden sie sich yor allem in dem Punkte, daB bei den letzteren 
das gesamte Seralbumin nach Entfernung der fallenden Ursache wasser- 
unléslich ist. Hingegen besteht volle Ubereinstimmung in der Wirkungs- 
weise der Laugenbehandlung auf beide Fallungsprodukte des Ser- 
albumins. Ebenso kann in beiden Fillen das koagulierte Ovalbumin 
nicht wasserléslich gemacht werden. Diese Ubereinstimmung in der 
Wirkungsweise von Hitze und Alkohol erstreckt sich schlieBlich auch 
auf das Verhalten des denaturierten Pseudoglobulins bei Laugen- 
behandlung, wobei die Ergebnisse quantitativ vergleichbar erscheinen 

Bei der Untersuchung der Hitzeeinwirkung auf Albumin konnte auf 
Grund des Ergebnisses systematischer, physikochemischer und biologi- 
scher Untersuchungen kein wesentlicher Unterschied zwischen dem ge- 
nuinen und dem nach der Hitzefallung wieder in Lésung gebrachten Ser- 
albumin beobachtet werden. Es wurde daher eine Identitat beider 
in Erwagung gezogen. Nach den obigen Angaben miiBten die gleichen 


‘Cherlegungen fiir das alkoholgefallte Seralbumin geiten. Somit waren 


die gesamten Veranderungen des letzteren riickgingig zu machen. 
Wihrend beim hitzeverandertem Seralbumin zu diesem Ende eine 
Beseitigung der fillenden Ursache allein ohne Effekt bleibt, erweisen 
sich je nach der verwendeten Alkoholkonzentration 30 bis 40°, des 
gefallten Albumins nach weitgehender Herabsetzung der letzteren als 
unveraindert. Der restliche Teil des alkoholgefallten Seralbumins, der 
auch nach Entfernung des Alkohols wasserunléslich und somit dena- 
turiert geblieben ist, gewinnt in gleicher Weise wie das hitzegefallte 
Seralbumin durch Behandlung mit verdiinnter Lauge seine Wasser- 
léslichkeit wieder zuriick. Die gesamten durch Alkohol am Seralhumin 
hervorgebrachten Verdnderungen uviren danach als reversibel zu bezeichnen. 
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In jiingster Zeit hat nun Wu! eingehende Studien iiber die Ver- 
anderungen der Proteine durch Alkohol angestellt und hat sich im 
Laufe derselben auch mit der Frage der Reversibilitat der durch Alkohol 
hervorgebrachten Denaturierung  beschaftigt. Verfasser versteht 
darunter in einem ganz ahnlichen Sinne wie wir das Wiederlislich- 
werden des nach Beseitigung des Alkohols wasserunléslich gewordenen 
Proteins unter dem Einflub von verdiinnter Lauge. Gegeniiber den 
eigenen Befunden erscheint es nun als bemerkenswert, dab Wu beziiglich 
des Eialbumins zwar zu ahnlichen Ergebnissen kommt, in einer spateren 
Mitteilung jedoch angibt, daB auch das durch Alkohol denaturierte 
Seralbumin unléslich bleibt. Der Versuch einer Erklarung dieser Un- 
stimmigkeiten kénnte erst bei naherer Kenntnis der Versuchsbedingungen 
Wus unternommen werden. Nur iiber einen einzelnen Fall, in welchem 
eine Nachahmung der Wuschen Angaben méglich war, sei hier berichtet 
Im Laufe seiner Alkoholdenaturierungsuntersuchungen hat sich dieser 
Autor auch mit den Verainderungen beschaftigt, die Saiure- und Alkali- 
eiweiB unter AlkoholeinfluB erfahren. Er kommt zu dem Ergebnis. 
daB in allen Fallen zwischen Denaturierung und sichtbarer Fallung 
zu unterscheiden sei und daB die erstere mit steigender Alkoholkonzen- 
tration zunimmt, derart, dab z. B. bei einem Albumingehalt von 0,2 °.,. 
HCl-Endkonzentration 0,002 n, Alkoholkonzentration 20°,, bereits 
75°,, des Proteins denaturiert seien. Wu gibt schlieBlich an, dab mit 
zunehmendem Siure- oder Laugengehalt auch die Menge des durch 
Alkohol verinderten Proteins zunimmt. Diese Angaben beziehen 
sich auf Eialbumin. 

Bei der weitgehenden Ubereinstimmung, welche nach den obigen 
Ergebnissen das Seralbumin bei Hitze- und Alkoholeinwirkung aufweist, 
erschien es im vornherein wahrscheinlich, daB sich dieselbe auch auf 
das Verhalten der Proteine in Elektrolytgegenwart erstreckt. Unter- 
suchungen des Seralbumins bei HCl-Zusitzen hatten nun gezeigt, 
daB fiir das Ausma8 der durch Hitzeeinwirkungen entstehenden Ver- 
anderungen das Verhaltnis von Protein: HCl maBgebend sei, so dal 
bei geeigneter Wahl desselben itiber 90°, der Hitzedenaturierung 
entgehen konnten. In einem solchen Falle verhindert also die Saure 
nicht nur die sichtbare Fallung, sondern die Denaturierung selbst. 
Es wurde nun versucht, auch die entsprechenden Versuche bei Saure- 
Seralbumin unter Alkoholeinflu8 anzustellen. Die Ausfiihrung der 
entsprechenden Experimente war betrachtlich dadurch erschwert, 
daB der relativ hohe Alkoholgehalt (48°,) eine elektrodialytische 
Beseitigung des Elektrolyten wegen Veranderung der Pergament.- 
membranen unméglich machte. Nachdem auch Ultrafiltrationsversuche 


1 H. Wu, Chinese Journ. of Physiol. 1, 81, 1927. 
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mit Membranfiltern nach Zsigmondy und Bachmann an der Schwierig- 
keit scheiterten, alkoholunverinderliche, eiweibundurchlassige Filter 
zu beschaffen, wurden die Elektrodialyseversuche schlieBlich in der 
zehnfach verdiinnten Fliissigkeit ausgefiihrt. Da zeigte sich nun, 
daB bei Versuchsverhaltnissen, bei welchen 75°, des Proteins der 
Denaturierung durch Erhitzen entgehen, 80°, bei Einwirkung von 
48° igem Alkohol unverandert bleiben. Ohne HCl-Zusatz entgehen 
unter sonst vergleichbaren Bedingungen nur etwa 33°, der Dena- 
turierung. Das Ergebnis dieses Versuches erscheint als neuer Beweis 
fiir die Ubereinstimmung, welche im Verhalten des Seralbumins bei 
Hitze- und Alkoholeinwirkung herrscht. 

In gleichem Sinne sind ferner die Resultate verwertbar, die die 
Versuche iiber Hitze- und Alkoholveranderungen in Neutralsalzgegen- 
wart gezeigt haben. Wir haben bei der Beschreibung unserer Versuche 
iiber die Modifikationen, die Seralbuminlésungen beim Erhitzen er- 
fahren, stets betont, dab die sogenannte Reversibilitat der Veranderungen 
an im elektrolytfreien Zustande erhitztem Material beobachtet wurde. 
In Erganzung gelegentlicher Beobachtungen wurde nun eine frisch 
elektrodialysierte Seralbuminlésung, die nach Erhitzen und Behandlung 
mit Lauge das typische Verhalten zeigte, durch NaCl-Zusatz auf eine 
Endnormalitat 0,1 gebracht, durch 15 Minuten auf dem kochenden 
Wasserbad gehalten, nach praktisch vollstandiger Koagulation filtriert 
und hierauf unter Verdoppelung des urspriinglichen Volumens auf 
0,005 n KOH gebracht. Nach 24 Stunden war nur etwa der vierte Teil 
gelést, nach Elektrodialyse desselben enthielt die Lésung nur mehr 
etwa 0,06 °,, EiweiB. Die betrichtlichen Differenzen, die diese Resultate 
gegeniiber den entsprechenden, an urspriinglich elektrolytfreiem Ser- 
albumin erhaltenen aufweisen, gehen aus der Zusammenstellung in 


Tabelle V_ hervor. 
Tahelle V. 





Léslichkeit des Eiweifigehalt der _Léslichkeit des 


wre = getailten Sere elektrod alysierten alkoholgetaliten 
NaOH aloumins in = alkalischen Lésung Seralbumins 
Lauge in Jo der ursprung: in dest. Wasser 
2 "lo lichen 0 
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albumin, hitzegefallt 1 100 41 
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Es erschien nun von Interesse zu untersuchen, ob sich die zwischen 
len Hitze- und Alkoholverainderungen beobachtete Ubereinstimmung 
vuch auf die Wirksamkeit des Neutralsalzzusatzes erstreckt. Zu diesem 
Zwecke wurde Seralbumin bei einer NaCl-Endkonzentration von 
n 10 durch | Monat dem EinfluB einer 88 °,igen Alkoholkonzentration 
wusgesetzt. Nach Filtrieren wird zunachst festgestellt, dab der in 
KOH eingetragene Anteil sogleich mit gelblicher Farbe klar geldst 
wurde, wahrend die wasserige Suspension triibe blieb. Nach Elektro 
dialyse waren jedoch beide Fliissigkeiten praktisch eiweibfrei. vgl 
Tabelle V. 

Eine Theorie des Einflusses von Neutralsalz auf die Hitze- und 
Alkoholdenaturierung kann derzeit noch nicht gegeben werden. An 
der Hand dieser Versuche soll nur darauf verwiesen werden, welche 
Schwierigkeiten bei der Uhertragung der an elektrolytfreiem Protein 
erzielten Ergebnisse auf die Verhiltnisse des Serums oder anderer 
biologischer Fliissigkeiten entgegenstehen. SchlieBlich wird die Uber- 
einstimmung zwischen Alkohol- und Hitzewirkung aus den geschilderten 
Ergebnissen von neuem ersichtlich. 


Versuchen wir nun festzustellen, welche Bedeutung dieser Tatsache 
bei der Beurteilung der beiden Veranderungen zugrunde liegenden 
Modifikationen am EiweiBmolekiil zukommt, so mu darauf_ hin- 
gewiesen werden, daB keine Beweise fiir die Identitat der letzteren 
vorliegen. Dennoch erscheint es wenig wahrscheinlich, dab voneinander 
vollkommen verschiedene, eventuell sogar entgegengesetzte Prozesse. 
wie z. B. Hydrolyse und Kondensation, zu so ahnlichen Ergebnissen 
fiihren sollten. 

Wie eingangs bereits erwihnt worden ist, diirfte die Wirkung des 
Alkohols hauptsichlich in einer Entziehung des Hydratwassers der 
betreffenden Substanz zu suchen sein. Eine solche kann wiederum 
die Ursache sekundirer Verainderungen in der Eiweiblésung bilden 
In diesem Sinne scheinen Ergebnisse von Pauli! zu sprechen., 
wonach im isoelektrischen Punkte das Alkoholkoagulat von Seralbumin 
weit bedeutender ist, als nach der einfachen Verminderung der negativen 
EiweiBionen zu erwarten wire. Anhaltspunkte fiir die Annahme weiterer 
Veranderungen durch die Alkoholeinwirkung liegen bislang nicht vor 
Welcher Natur nun aber immer diese Veranderungen sein mogen, sie 
miissen so beschaffen sein, daB sie bei der Einwirkung stark verdiinnter 
Lauge auch nach Beseitigung derselben wieder verschwinden. Da 
nun die Wirkung des Alkalis am ehesten als im Sinne einer Hydrolyse 
vorstellbar ist, wire es damit vereinbar, den urspriinglichen Dena- 


1 Wo. Pauli, Kolloidzeitsehr. 40, 185, 1926. 
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turierungsvorgang als eine Anhydridbildung, vielleicht unter Ring 
schlieBung, aufzufassen. 

Wir kommen damit zu ganz ahnlichen Vorstellungen, die wir i) 
Anlehnung an die EiweiBhitzekoagulationstheorie von Pauli -Robertso 
seinerzeit bei der Besprechung der von uns nachgewiesenen Reversi 
bilitat der Hitzeverinderung des Seralbumins entwickelt haben 
Unsere Anschauungen tiber die Hitzeverinderungen scheinen dure! 
die Erfahrungen iiber Alkoholwirkungen auf Proteine gestiitzt, da dis 
letzteren zufolge Untersuchungsergebnissen von Sérensen ohne sekun 
dire Zersetzung vor sich gehen und daher die Bruttozusammen 
setzung des Eiweibmolekiils unverandert lassen. 

Wu ist bei seinen Vergleichen der Hitze- mit der Alkoholdenatu- 
rierung der Proteine zu dem Ergebnis gekommen, dab dieselben identisch 
seien; da er in einer friiheren Arbeit! die Hitzeverinderung an Eiweil)- 
kérpern als eine hydrolytische Wirkung der erhéhten Temperatu: 
aufgefabt hat, bemiiht er sich in scharfsinniger Weise, den Alkohol- 
einfluB in ahnlichem Sinne zu deuten, trotzdem eine solche Erklarung 
der gewoéhnlichen Erfahrung zuwider liuft. Das Verhalten dieses 
Autors erscheint begreiflich, da er von der Irreversibilitaét der Hitze- 
und Alkoholveranderungen der Proteine nach seinen Ausfiihrungen 
iiberzeugt ist und gegenteilige Erfahrungen am Hamoglobin? eigens 
unter dem Begriff der Pseudodenaturierung zusammenfaBt. Gerade 
aber die Tatsache, daB die durch Hitze (und Alkoholeinwirkung) 
hervorgerufenen Verainderungen durch Behandlung mit verdiinnter 
Lauge riickgangig gemacht werden kénnen, spricht gegen die Hydro- 
lysennatur derselben und hat sich als wichtigste Stiitze fiir die Deutung 
der genannten Veranderungen als durch Anhydridbildung bedingt 
erwiesen. Wie immer aber ein Erklarungsversuch der durch Hitze und 
Alkohol bedingten Veranderungen aussehen mag, er mu der Tatsache 
Rechnung tragen, daB die charakteristischen Veranderungen beim 
Seralbumin wieder beseitigt werden kénnen. 


Zusammenfassung. 


1. Es werden die Bedingungen, unter denen elektrolytfreie Ser- 
und Ovalbumin- und Pseudoglobulinlésungen durch Alkohol zur Falling 
gebracht werden, sowie einige Eigenschaften der Fallungsprodukte 
untersucht. 

2. Im Gegensatz zum Seralbumin gewinnt Pseudoglobulin. in 
wisseriger Lésung durch Hitze gefallt, bei nachheriger Behandlung 
mit Lauge seine Wasserléslichkeit nur teilweise wieder. 


1H. Wu und D. Y. Wu, Journ. of biol. Chem. 64, 369, 1925. 
2-H. Wu und K.-H. Lin, Chinese Journ. of Physiol. 1, 219, 1927. 
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3. Auch bei Verwendung héherer Alkoholendkonzentrationen (bis 
38°.) und langerer Einwirkungsdauer (bis 6 Wochen) erwiesen sich 
wur etwa 60 bis 70°, des so behandelten Seralbumins als wasser- 
inléslich. Dieses letztere vermag jedoch zur Ganze durch Behandlung 
mit bestimmten Laugenmengen und elektrodialytischer Beseitigung 
derselben die Wasserléslichkeit und typischen Seralbumineigenschaften 
wieder zu erlangen. 

4. Unter gleichen Versuchsbedingungen ist die Wasserléslichkeit 
des alkoholgefillten Ovalbumins sowie dessen Riickverwandelbarkeit 
durch Laugenbehandlung praktisch verschwindend gering. 

5. Pseudoglobulin nimmt in beiden Beziehungen eine Mittel- 
stellung zwischen Ser- und Ovalbumin ein. 

6. Gegenwart von Saure in bestimmter Konzentration vermag die 
Menge des bei Alkoholeinwirkung wasserléslich bleibenden Seralbumins 
zu verdoppeln. 

7. Hingegen vermag, ahnlich wie bei der Hitzeveranderung, 
Gegenwart von Neutralsalz bei der Alkoholeinwirkung das Wieder- 
léslichwerden des gefallten Seralbumins bei Laugenbehandlung praktisch 
vollstandig zu verhindern. 

8. Es wird auf die Ahnlichkeiten hingewiesen, welche die Alkohol- 
denaturierung der genannten Proteine mit der durch Temperatur- 
erhéhung bedingten aufweist und die Bedeutung dieser Erscheinung 
fiir das Verstindnis der den Denaturierungen zugrunde liegenden 
Veranderungen des EiweiBmolekiils hervorgehoben. 

















Physikalisch-chemische Untersuchungen bestrahlter Proteine. 


V. Mitteilung: 
Die Verinderungen des Seralbumins bei Einwirkung durchdringender 
Radiumstrahlung und ihre Beziehungen zur Hitze- und Lichtgerinnune. 


Von 


A. Fernau und M. Spiegel-Adolf. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Kolloidchemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 26. September 1928.) 


Systematisch durchgefiihrte Vergleiche der Veranderungen, welche 
Hitze- und Lichteinwirkungen am gleichen Eiweibkérper, dem Ser- 
albumin, hervorbringen', haben bemerkenswerte Unterschiede der 
verschiedenen Denaturierungsprodukte nachgewiesen. Eine Aus- 
dehnung dieser Untersuchungen auf die durch die durchdringende 
Radiumstrahlung am Seralbumin hervorgerufenen schien aus einem 
zweifachen Grunde geboten. So haben Fernau und Pauli* in friiheren 
Untersuchungen zu wiederholtem Male in allerdings rein beschreibender 
Weise die durch Radium- und Hitzeeinwirkung am Eiweif bewirkten 
Veranderungen einander gegeniibergestellt und auch der Ansicht 
Ausdruck gegeben, dab beiden Denaturierungsvorgiingen und auch 
solchen, die auf andere Weise bedingt sind, ahnliche Veranderungen 
am Ejiweifmolekiil zugrunde liegen. Uber die Natur dieser letzteren 
existieren keine einheitlichen Vorstellungen. Jedoch diirfte bei den 
Hitzeveranderungen eben durch den Nachweis der Reversibilitat® der 
gesetzten Modifikationen der Kreis der Erklarungsméglichkeiten 
eingeengt erscheinen. Eine Untersuchung der durch Radiumeinwirkung 
hervorgerufenen Veranderungen von diesem Gesichtspunkt diirfte 
danach auch fiir die Beurteilung des Denaturierungsmechanismus von 


Interesse sein. 


' M. Spiegel-Adolf, diese Zeitschr. 186, 181, 1927. 
2 4. Fernau und Wo. Pauli, ebendaselbst 70, 426, 1915; Kolloid- 


Zeitschr. 30, 6, 1922. 
3 M. Spiegel-Adolj, diese Zeitschr. 170, 126, 1926; Naturwissensch. 


15, 799, 1927. 
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Bei vergleichender Betrachtung der durch kurzwellige Strahlen 
Ultraviolett, Radium, Réntgen) in EiweiBblésungen hervorgebrachten 
\eranderungen! haben schon verschiedene Forscher? die qualitativen 
\bereinstimmungen derselben hervorgehoben und die nachweisbaren 
Unterschiede als nur quantitativer Natur aufgefabt. Diese Auffassung 
ist in guter Ubereinstimmung mit der theoretischen Deutung des 
Wirkungsmechanismus der kurzwelligen Strahlen in biologischen 
Medien (vgl. Dessauer*). Danach wirken sowohl das quantenhaft 
absorbierte ultraviolette Licht als auch die Radium- und Réntgen- 
strahlung letzten Endes auf dem Wege der sekundaren #-Strahlung. 
Im Hinblick auf diese Verhaltnisse wurden im folgenden die durch 
Radiumstrahlung bewirkten EiweiBverinderungen auch den durch 
Ultraviolett leicht bedingten gegeniibergestellt. 

Bei den im folgenden naher zu beschreibenden Versuchen wurde 
als Eiweibmaterial Seralbumin verwendet, das, aus Pferdeserum durch 
Am, S0O,-Fraktionierung hergestellt, durch Dialyse und nachfolgende 
Elektrodialyse von den anhaftenden Salzmengen befreit worden war. 
Der Reinheitsgrad des so hergestellten Praparats wurde durch Messung 
der Leitfahigkeit sowie potentiometrische Bestimmung der H -Aktivitat 
gepriift, der Proteingehalt durch Trockengewichtsbestimmung  er- 
mittelt. Eine gréBere Menge dieser Eiweiblésung wurde unmittelbar 
nach der Elektrodialyse in einen mit Glasschliff versehenen aus- 
gedimpften Jenaer Kolben eingebracht und unter Toluol im_ Eis- 
schrank gehalten. Zu Bestrahlungszwecken standen uns 65 mg Radium- 
element in Form von 200mg Radiumbariumcarbonat zur Verfiigung. 
Dieses war in einem Glasréhrchen von 0.6mm Wanddicke ein- 
geschmolzen. Entsprechend den in einer friiheren Arbeit von Fernau 
und Pauli enthaltenen Angaben werden von einer solchen Glasschicht 
etwa 20°. der hirteren f- und 99°, der y-Strahlung durchgelassen. 
Die einzelnen Versuche wurden in der Weise angestellt, dab die 
Réhrehen mit dem Ra-Salz in je 2!. cem der zu bestrahlenden Eiweib- 
lisung eingesenkt wurden, die sich in einem vorher sterilisierten 
Standréhrchen von | 2cm Durchmesser befand. Die Versuchsfliissigkeit 
wurde stets mit Toluol iiberschichtet und verkorkt im Eisschrank 
aufbewahrt, als Kontrolle wurden die gleichen Versuche ohne Ra- 
Roéhrchen aufgestellt. 

Wir haben zuniichst das Verhalten von elektrolytfreiem Seralbumin 
bei Radiumstrahleneinwirkung untersucht. Aus den Untersuchungen 
1 M. Spiegel-Adolf, Klin. Wochenschr., 7. Jahrg., 5. 1592, 1928. 

2 Dieselbe, Ergebn. d. Physicl. 27, 832, 1928. 

3 F. Dessauer und B. Rajewsky, Handb. d. ges. Strahlenheilkde. 
Miinchen, Bergmann, 1925 (Lit.); /. Dessauer, Strahlentherapie 27, 364, 
1928. 
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von Fernau und Pauli geht zwar hervor, daB salzfreies Seralbum 

auf diesem Wege quantitativ zur Ausfaillung gebracht werden kan: 

Jedoch schienen noch einige Punkte bei diesem Vorgang aufklarung 

bediirftig zu sein. So wurde in der obigen Arbeit beschrieben, daB d\ 
Strahlungsflockung in groBem MaBe durch den Temperaturanstiey 
beférdert wird. So verursacht eine Steigerung der Temperatur von 
15 bis 37° ein Absinken der Koagulationszeit von 90 auf 20 Stunden 
In der vorliegenden Untersuchung wurden die Bestrahlungen bei de: 
Temperatur des schmelzenden Eises, jedenfalls in der Nahe des Null! 
punkts ausgefiihrt. Dennoch konnten wir bei frisch elektrodialysierten, 
Material das Auftreten der ersten Triibungen schon nach 9 bzw 
15 Stunden beobachten. Eine nennenswerte Verzégerung der sichtbaren 
Radiumstrahlendenaturierung durch Temperaturherabsetzung konnte 
keinesfalls beobachtet werden. Das Arbeiten im Eisschrank gab uns 
aber erst die Méglichkeit, bei einer iiber langere Zeit sich erstreckenden 
Untersuchungsreihe vergleichbare Werte fiir die Koagulationszeiten 
zu erzielen. Bereits in einer friiheren Veréffentlichung von Fernau 
und Spiegel-Adolf!, die Untersuchungen der Wirkung durchdringen- 
der Radiumstrahlung am Pseudoglobulin betrafen, war hervor-. 
gehoben worden, dab die Reaktionsweise der EiweiBkérper auf Radium. 
einwirkung durch die Gegenwart kleinster Elektrolytmengen weit- 
gehend beeinflubt wird. Wir hatten damit die Erscheinung im Auge. 
daB frisch elektrodialysierte EiweiBlésungen nach oft nur mehrtagigem 
Stehen unter Toluol bei Zimmertemperatur zunachst eine stark verzégerte 
Koagulationszeit gegeniiber Radiumstrahlung aufwiesen und schlieBlich 
haufig eine sichtbare Veranderung tiberhaupt vermissen lieben. Da. 
wie in einer friiheren Arbeit von Adolf und Pauli*® gezeigt worden ist. 
frisch elektrodialysiertes EiweiB beim Stehen unter sterilen Kautelen 
eine Zunahme der Leitfihigkeit aufweist, auBerdem erneute Elektro- 
dialyse das EiweiB wieder radiumstrahlenkoagulabel macht, so hatten 
wir vermutet, dab kleinste Elektrolytmengen die Ursachen fiir das 
veranderte Verhalten des EiweiB bildeten. Bei der relativen Kiirze 
der ganzen Versuchszeit (einige Wochen) erschien es nicht angebracht, 
den fiir ein ganz ahnliches Phinomen von Fernau und Pauli heran- 
gezogenen Erklarungsversuch zu verwenden. Diese Autoren hatten 
nimlich eine Verzégerung der Bestrahlungswirkung, die ein durch 
3!., Jahre in gedimpftem GlasgefaB gehaltenes Praparat aufwies, in 
erster Linie auf Einwirkung kleinster Mengen geléster Glassubstanz 
bezogen. Unsere Vermutung ging vielmehr dahin, daB kleinste Mengen 
durch Eiweibzersetzung gebildeten Ammoniaks, die bei der Elektrodialyse 


1 A. Fernau und M. Spiegel-Adolf, Klin. Wochenschr. 6, 1789, 1927. 
2 M. Adolf und Wo. Pauli, diese Zeitschr. 152, 360, 1924. 
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itfernt und bei Zimmertemperatur wieder nachgebildet werden, die 
\.oagulation durch die Radiumstrahleneinwirkung verhindern. 


Um diese Annahme zu stiitzen, wurde zunichst der Nachweis 
ersucht, da Seralbumin, welches zunichst durch mehrere Tage 

i voller Spannung von 220 Volt bis zur Leitfahigkeitskonstanz elektro- 
dialytisch gereinigt worden war, nach mehrtigigem Stehen unter 
foluol NH, enthalt, welches zur Verhinderung der sichtbaren Radium. 
-trahlenkoagulation geniigt und durch erneute Elektrodialyse entfernt 
werden kann. Zum Nachweis des NH, im eiweibhaltigen Medium 
hbedienten wir uns eines Verfahrens, das in Anlehnung an die von Pauli! 
angeregte und von Wernicke® beschriebene Verwendung der Elektro- 
dialyse zu analytischen Zwecken ausgearbeitet worden ist und in Hin- 
blick auf seine allgemeinere Verwendbarkeit hier kurz geschildert 
werden soll. 

Es wurde ein Paulischer Elektrodialysierapparat verwendet, 
dessen Mittelzelle 10 und dessen Seitenteile 15 cem faBten und der 
mit zwei Platinnetzelektroden und zwei Pergamentdiaphragmen aus- 
gestattet war. Der Apparat wurde zunichst in allen Teilen exakt 
gereinigt, hierauf kamen in die Mittelzelle 10 com des halb mit destil- 
liertem Wasser verdiinnten urspriinglich 1,1°,igen Seralbumins, das 
nach der Elektrodialyse 8 Tage bei Zimmertemperatur gehalten worden 
war. Die Seitenkammern des Apparats wurden mit genau gemessenen 
Mengen destillierten Wassers gefiillt, das im Gegensatz zur gebrauch- 
lichen Anordnung wahrend der zweitagigen Versuchsdauer nicht erneut 
wurde. Da jedoch die Leitfahigkeit des urspriinglich elektrodialytisch 
gereinigten Materials relativ nur gering ist, so konnte, nachdem in 
den ersten Stunden zur Vorsicht Vorschaltwiderstande verwendet 
wurden, auch bei Anlegung der vollen 220 Volt Spannung keine Er- 
wirmung der Mittelzelle nachgewiesen werden. Nach 48 Stunden 
wurde der Versuch beendet und die Fliissigkeit der kathodischen Seiten- 
kammer, deren Eiweibfreiheit zuerst nachgepriift worden war, auf NH, 
untersucht. Es geschah dies in der Weise, da zu einer bestimmten 
Menge der dreifach mit destilliertem Wasser verdiinnten Untersuchungs- 
fliissigkeit eine bestimmte Menge Neflersches Reagens zugesetzt und 
der so entstehende Farbton mit demjenigen verglichen wurde, den die 
gleiche Menge des Reagens in dem gleichen Volumen einer genau 
definierten Chlorammoniumlésung hervorbringt. Bei einer End- 
konzentration der letzteren von 0,00005n konnte kein Unterschied 
in der Fairbung mehr nachgewiesen werden; es miibte also die Ser- 


1 Wo. Pauli, Mitt. d. Akad. d. Wiss. in Wien, Sitzung d. math.-naturw. 
Klasse 25, I, 1923. 
2 R. Wernicke, C. r. de la soc. de biol. 89, 748, 1923. 
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albuminlésung, da die Kathodenfliissigkeit durch Verdiinnung avi 
den zehnfachen Wert des urspriinglichen EiweiSlésungsvolumen: 
gebracht worden war, eine NH,-Normalitét von ungefihr 0,0005 vo 
der Elektrodialyse gehabt haben. Das in der geschilderten Weis 
frisch elektrodialysierte Seralbumin war wieder durch Radiumeinwirkun, 
koagulierbar. Um nun dem miéglichen Einwand zu begegnen, das ge 
samte nachgewiesene NH, sei erst wahrend der Elektrodialyse aus 
dem Protein entstanden, wurde die frisch elektrodialysierte Seralbumin 
lésung unter den gleichen oben beschriebenen Kautelen durch 3 Tag: 
weiter elektrodialysiert. Nach Beendigung des Versuchs ergab dis 
NH,-Bestimmung in der Kathodenfliissigkeit Werte, die sicher kleine: 
waren als ein Viertel des im ersten Falle nachgewiesenen. Eine Bildung 
von NH, in elektrolytfreien, toluolisierten Seralbuminlésungen bei 
Zimmertemperatur scheint somit recht wahrscheinlich zu sein. Auf 
die méglichen Ursachen dieser Erscheinung kann erst nach dem Ab- 
schluB der bakteriologischen Untersuchungen niher eingegangen 
werden. Um nun schlieBlich den Nachweis zu erbringen, daB die in 
den nicht radiumstrahlenkoagulablen Seralbuminlésungen nach- 
gewiesenen NH,-Mengen tatsichlich geniigen, um in einer sonst 
koagulablen Seralbuminlésung den Eintritt der sichtbaren Ver- 
ainderungen zu verhindern, wurde frisch elektrodialysiertes Seralbumin. 
mit steigenden Mengen NH, versetzt, der Radiumeinwirkung aus- 
gesetzt (vgl. Tabelle [). 
Tabelle I. 





N HgsEndnormalitat : 0,000 25 0,0005 0,001 


Verhalten der Seralbuminlésung 

nach 6- bis 7tagiger Radium- 

strahleneinwirkung .... .  deutl. Triibung klar * klar * 
Verhalten beim Erhitzen. .. . Fallung Traibung Tribung 


* Triibung bei nachherigem Erhitzen 0,0005n stiarker als 0,001 n. 


Aus den in dieser Zusammenstellung gebrachten Daten diirfte 
mit voller Deutlichkeit hervorgehen, daB zumindest die GréBenordnung 
der zur Verhinderung der Radiumkoagulation notwendigen N H,- 
Menge und derjenigen, deren spontane Bildung in nicht koagulierbaren 
Lésungen nachgewiesen worden ist, eine gute Ubereinstimmung auf- 
weisen. 

Im gleichen Sinne wie diese Feststellung spricht nun auch das 
Verhalten der Seralbuminlésung bei der Hitzeeinwirkung fiir die obige 
Erklarung der Anderungen der Radiumstrahlenkoagulierbarkeit. Die 
Seralbuminlésungen, die letztere nicht mehr aufwiesen, wurden beim 
Erhitzen auf 100° recht vollstindig gefillt, desgleichen die, die durch 
nachtriglichen geringen NH,-Zusatz radiumstrahleninkoagulabel ge- 
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macht worden waren. Falls demnach die zugesetzte NH,-Menge nicht 
wusreicht, um die sichtbare Hitzeveranderung zu verhindern, so reichen 
uch nicht die spontanen Verinderungen, als deren Folge wir das 
\uftreten ahnlicher N H,-Konzentrationen betrachtet haben, dazu aus. 

Nachdem es also gelungen war, die Frage nach dem von selbst auf- 
tretenden Unempfindlichwerden von Seralbuminlésungen gegen Radium. 
strahleneinwirkung bis zu einem gewissen Grade aufzukliren, konnten 
Versuche gemacht werden, um die Abhangigkeit der Radiumstrahlen- 
fallbarkeit von der Konzentration der Eiweiblésungen anzustellen 
Fernau und Pauli hatten seinerzeit gefunden, dab die bis zur ein- 
tretenden Fallung nétige Bestrahlungszeit mit der Verdiinnung der 
zu bestrahlenden Fliissigkeit auBerordentlich stark zunimmt, und 
haben diese Erscheinung auf eine starke Abnahme der koagulierenden 
Radiumstrahlenwirkung infolge des geringen Proteingehalts bezogen 
Trotz der theoretischen Berechtigung dieser Annahme, die ja auch 
der Erklarung ahnlicher Erscheinungen bei der Denaturierung von 
Proteinen mit Ultraviolettstrahlen! zugrunde gelegt worden ist, schien 
uns doch das AusmaB der von Fernau und Pauli seinerzeit beobachteten 
Koagulationsverzégerungen in verdiinnten EiweiBlésungen eine Nach- 
priifung dieser Versuche zu rechtfertigen. Dieselbe schien um so ge- 
botener, als Fernau und Pauli seinerzeit nicht mit elektrodialysiertem 
EiweiBmaterial gearbeitet haben. Zu diesem Zwecke wurden Seralbumin- 
proben bei verschiedenen Konzentrationen frisch elektrodialysiert und 
der Radiumeinwirkung in der oben beschriebenen Weise ausgesetzt 
Die entsprechenden Daten sind der nachfolgenden Tabelle [I] zu ent- 
nehmen. 





Tabelle II. 
Konzentration des auf jeder Vesdiianungnetele Ausflockungsdauer (Zeit bis zum Auftreten 
frisch elektrodialysierten Seralbumins der ersten sichtbaren Verinderung) 
7,24 %ig 72—80 Stunden 
11 %ig 18 e 
0,78 %ig 15 ‘ 
04 %ig 9—15 - 
0,08 %ig “gm . 


Aus der obigen Zusammenstellung ist zunachst zu entnehmen, 
daB bei der von uns hier vorgenommenen Vorbereitung des Eiweib- 
materials keine deutliche Zunahme der Ausflockungsdauer bei Ver- 
diinnung zu beobachten ist, doch muB betont werden, dab die obigen 
Zahlen schon wegen der diskontinuierlichen Art der Beobachtung nicht 


1 M. Spiegel-Adolf, 1. c. 
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mit voller Exaktheit als Minimalwerte aufzufassen sind. Deutlic) 
verlangert scheint nur die Ausflockungsdauer bei der héchsten Eiwei 
konzentration zu sein. Da die wiederholte Elektrodialyse den Elektroly: 
gehalt der betreffenden Lésungen recht weit heruntergedriickt haben 
diirfte, so scheint es untunlich, diese Erscheinung, wie es Fernaw und 
Pauli seinerzeit bei ihrem salzhaltigen Material getan, auf den hemmen 
den EinfluB des bei hOher werdenden Eiweibkonzentrationen steigende 
Salzgehalts zu beziehen. Vielmehr diirfte dieses Phainomen, ahnlic!) 
wie der entsprechende Vorgang bei der Koagulation von Proteinen 
durch ultraviolette Strahlen (vgl. Spiegel-Adolf), auf einer vermehrten 
Undurchlassigkeit der konzentrierten Eiweiflésungen fiir die denatu 
rierenden Strahlen beruhen. Daf’ aber auch bei den elektrolyt 
freien Eiweiblésungen Neutralsalzzusatz im Sinne einer Hemmung der 
durch Radiumstrahleneinwirkung bewirkten Fiallung sich bemerkbar 
macht, geht aus der in Tabelle III gegebenen Ubersicht hervor. 


Tabelle I11. 





a omens <. ee Zeit bis zum Vas sichtbaren 
04% 0 9 Stunden 
0,4 % 0,1 oe 
0,4 % 0,2 58 pe 
0.4% 03 nach 120 Stunden keine Veranderungen 


Es sei hier nur daran erinnert, da Neutralsalzzusatz in ganz 
ahnlicher Weise die Koagulationsfahigkeit der wasserléslichen Proteine 
bei Einwirkung von ultravioletten Strahlen beeinfluBt und eine Er 
héhung des Hitzekoagulationspunktes bewirkt. Uber die theoretische 
Deutung dieser Erscheinung ist Sicheres nicht bekannt. 


AuBer Neutralsalzzusiittzen vermégen nach den Befunden von 
Fernau und Pauli noch solche von Lauge die sichtbaren Veranderungen 
bei Radiumstrahlenwirkung auf Proteine zu verhindern. Diese Angaben 
beziehen sich jedoch nur auf suspensoides, d. h. a priori denaturiertes 
Eiwei8, und es ist daher aus denselben nicht zu entnehmen, ob durch 
die Radiumstrahleneinwirkung eine weitere Veranderung dieses Proteins 
trotz ausbleibender Koagulation stattgefunden hat. Ferner schien im 
Hinblick auf die Untersuchungsergebnisse von Spiegel- Adolf am hitze- 
und lichtdenaturierten Seralbumin sowie das Fehlen entsprechender 
Angaben in der Literatur eine Ausdehnung der Versuche auf Eiweif 
in Siuregegenwart geboten. Unsere diesbeziiglichen Resultate sind 
n Tabelle [V zusammengestellt. 
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Tabelle IV. 





HCl-Endnormalitat : 0 0,0005 0,001** 0.0015 | 0.0025 0,004 0,005 0.008 


\ussehen n. Radium- 
strahlen EKinwirk. x * trab klar klar klar’ klar’ klar klar 
weibgehalt der be- 
strablten Losung n. 


Elektrodialyse, °%, 0,045 0.06 O14 0.08 0.04 


*  bedeutet Niederschlag * Beim Erhitzen stark opaleszent 


Die Daten der obigen Tabelle wurden in der Weise gewonnen, 
daB Seralbumin, bei einer Endkonzentration von 0,55°,, mit steigenden 
HCl-Mengen versetzt, durch 6 bis 7 Tage der Radiumstrahlenwirkung 
ausgesetzt worden ist. Von einer Endnormalitat von 0,001 HClan wird 
keine 4uBere Verinderung der Fliissigkeit mehr wahrgenommen. Dab 
die Eiweiblésungen dabei doch Veranderungen erfahren haben, konnte 
bequem mit Hilfe der Elektrodialyse gezeigt werden. Falls namlich 
durch diese die Saure beseitigt wurde, so fiel das Seralbumin weit- 
gehend aus und erweist sich mithin denaturiert. Dabei mag eine ver- 
zogernde Wirkung bestimmter HCl-Konzentrationen auf diesen Vorgang 
angedeutet sein, jedoch erreicht dieselbe, obwohl die Radiumstrahlen- 
einwirkung nicht einmal bis zur vollstandigen Fallung des Seralbumins 
gereicht hatte, bei weitem nicht das gleiche AusmaB wie bei der Hitze- 
denaturierung. Bei dieser kiénnen entsprechend den Angaben von 
Spiegel-Adolf bei einem bestimmten Saure-EiweiBverhaltnis etwa 90°, 
des Proteins der Verinderung entgehen. Das Verhalten des radium- 
bestrahlten Seralbumins weist vielmehr gréBere Ubereinstimmung mit 
demjenigen des gleichen Proteins bei der Einwirkung ultravioletter 
Strahlen auf. 

Diese Ubereinstimmung erstreckt sich auch auf das Verhalten 
von alkalischen Seralbuminlésungen bei der Einwirkung von Radium- 
strahlen (vgl. Tabelle V), aus welcher das Verhalten von Seralbumin- 
lésungen von einer Endkonzentration von 0,55 °,, bei steigendem KO H- 
Zusatz nach 6 bis 7 Tagen Radiumbestrahlung zu entnehmen ist 


Tabelle V. 


Eiweili-Endkonzentration in allen Versuchen 0,55°,,. 





K OH-Endnormalitat : 0,0005 0,001 * 0,001 75 


Aussehen der Losung nach Bestrahlang Trabung klar klar 


* Kontrolle sowie bestrahite Probe triiben sich beim Erhitzen. 


Nach der Elektrodialyse erwiesen sich alle bestrahlten Loésungen 
als praktisch eiweibfrei. Somit hat, trotz der fehlenden sichtbaren 
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Veranderung, eine Denaturierung des Seralbumins stattgefunde 
Nicht ohne Interesse erscheint der auf Grund wiederholter Versuch, 
erbrachte Nachweis, dab kleinere Mengen NH, zur Verhinderung 
sichtbaren Veranderungen des radiumbestrahlten Seralbumins not 
wendig sind als KOH. Bevor eine theoretische Erklirung dieser Er 
scheinungen mdglich ist, erscheint eine Nachpriifung mit hoc! 
gereinigtem KOH notwendig, um den immerhin miéglichen Einflu! 
einer CO,-Wirkung auszuschalten. 

Auberdem sei auch hier darauf verwiesen, daB auch im Falle de: 
starken Lauge geringere Mengen die Radiumstrahlenfallbarkeit des 
Seralbumins aufheben, bei welchen noch Hitzekoagulation beobachtet 
wird. Diese Erscheinung und die entsprechende bei H Cl-Zusiitzen 
lassen sich, zusammengehalten mit den tibrigen hier gebrachten Beob 
achtungen iiber die Wirkung von spontan entstandenem und nach- 
traglich zugesetztem NH,, auch dahin deuten, daB die durch Radium 
strahleneinwirkung hergestellten EiweiBdenaturierungsprodukte in den 
gleichen Saure- und Laugenkonzentrationen besser léslich sind als dic 
entsprechenden Hitzefallungsniederschlage. 

Dieser Erklarungsversuch leitet iiber zu der Frage, wieweit die 
durch Radiumstrahleneinwirkung bei der obigen Versuchsanordnung 
erzielten Niederschlage mit dem durch Hitzefallung erzeugten tiber-. 
einstimmen. Da nun die letzteren beim Seralbumin, entsprechend den 
Untersuchungsergebnissen von Spiegel-Adolf, durch Behandlung mit 
Lauge in einem bestimmten Verhaltnis die Eigenschaften des genuinen 
Proteins recht vollstandig zuriickgewinnen kénnen und dieses Ver- 
halten fiir die Deutung der bei der Hitzefaillung eintretenden Ver- 
anderungen herangezogen worden ist, so wurde im folgenden versucht 
auch das Radiumstrahlenfallungsprodukt auf seine Reversibilitat auf 
Laugenbehandlung hin zu untersuchen. Diese Untersuchung schien 
auch geeignet, in anderer Richtung gewisse Aufklarungen zu geben. 
da fiir die durch Einwirkung ultravioletter Strahlen am Eiweil be- 
wirkten Veranderungen bereits vergleichbare Daten (Spiegel-Adolf) 
vorliegen. 

Ahnlich wie bei den letzteren Versuchen, bestand die Haupt- 
schwierigkeit zunachst darin, eine derartige Art der Radiumbestrahlung 
ausfindig zu machen, die in energetischer Hinsicht einem Erhitzen 
der eiweiBhaltigen Lésung auf die Temperatur des kochenden Wassers 
entsprochen hatte. Andererseits ist es aus Untersuchungen von Chick 
und Martin! bekannt, daB Erhitzen von trockenem Albumin, das be- 
kanntlich ohne nachweisbare Veranderungen bei 120°C gehalten 
werden kann, iiber diese Temperatur hinaus zu dauernden Ver- 


1 H. Chick und C.J. Martin, Kolloidchem. Beih. 5, 49, 1913. 
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nderungen des Proteins fiihren. Wir haben bei den vorliegenden 
\ersuchen, ahnlich wie bei den Experimenten mit ultraviolettem Lichte. 
ene Bestrahlungszeit gewahlt, die gerade zur vollstandigen Fallung 
des Seralbumins bei Radiumstrahleneinwirkung hinreicht. Da aber 
“ine weitere Beeinflussung des bereits gefillten Seralbumins durch die 
tadiumstrahlung nicht auszuschlieBen war, die méglicherweise die 
Ursache sekundirer Verinderungen desselben bilden konnte, so wurde 
1 einem besonderen Versuch auch das Koagulat aus einer Seralbumin- 
losung untersucht, die nur etwa die halbe Zeit als zur vollstandigen 
Koagulation notwendig gewesen ware, der Radiumstrahleneinwirkung 
ausgesetzt worden war. Um Besonderheiten eines bestimmten Praparats 
auszuschlieBen, wurden die Versuche an zwei verschiedenen Seralbumin- 
losungen ausgefiihrt, und beide zuerst daraufhin kontrolliert, dab 
sie das in der obigen Arbeit beschriebene Verhalten bei der Hitze- 
koagulation auch tatsachlich aufwiesen. Bei der Laugenbehandlung 
des Radiumstrahlenniederschlags wurden bei Versuchen 1 und 3 die- 
jenigen Verhaltnisse eingehalten, die sich auch bei dem hitzegefallten 
Seralbumin als optimal erwiesen hatten. Aber auch bei Versuchs- 
bedingungen, wie sie bei Versuch 2 beobachtet wurden, gewannen 
70°, des letzteren Praparats die volle Wasserléslichkeit wieder. Die 
nachfolgende Elektrodialyse wurde mit allen zur Vermeidung einer 
starkeren Erwarmung nétigen Kautelen und unter Anstellung von 
Kontrollversuchen zwecks Ausschlusses der Méglichkeit sekundarer 
Veranderungen ausgefiihrt. Einzelheiten iiber die Versuchsanordnung 
und die Ergebnisse sind der nachfolgenden Tabelle VI zu entnehmen. 


Tabelle V1. 





Urspriinglicher Bestrahlungs- ’ Eiwei8 auf 10-5 J 
Nr EveeiBechelt daver . —. Ran, NaOH Meee ed 
/g Tage ¢ (ED) 
1 04 33 eiweibfrei 4.0 quantitativ 
gefallt 
2 1.1 22 ‘ 2.0 Kiweif in 
Spuren 
3 1.1 13 eiweiBhaltig, bei 4.0 ebenso 
nachtragl. KD 
hitzekoagulabel 


Aus den Versuchen geht somit hervor, da unter Versuchs- 
bedingungen, bei welchen die Hitzekoagulate des Seralbumins weitest- 
gehend riickverwandelbar sir.d, die Fallungsprodukte der Radium. 
strahleneinwirkung diese Eigenschaft nahezu vollkommen vermissen 
lassen. Dabei konnte auch bei weitgehender Variierung der Bestrahlungs- 
zeit kein Unterschied nachgewiesen werden. Wir kommen somit zu 
dem Ergebnis, daB bei Beobachtung der oben geschilderten Versuchs 
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bedingungen sich ein merkbarer Unterschied zwischen den Eige: 
schaften des durch Hitze und durch Radiumstrahlen gefillten Se) 
albumins nachweisen laBt. Im gleichen Sinne verwertbar scheine: 
wie bereits erwahnt wurde, die Beobachtungen zu sprechen, wonac}, 
kleinere Saure- und Laugenmengen geniigen, um die Radiumstrahle: 
fallung als auch die Hitzekoagulation zu verhindern, sowie die Tatsach: 
daB unter gewissen Bedingungen Saure nur die Hitzeverinderuny 
verhindert, nicht aber die durch Radiumstrahlen bewirkte. Endlic! 
diirften diese Befunde noch eine weitere Stiitze durch spektrographisch« 
Untersuchungen im kurzwelligen Lichte von S piegel- Adolf und Krum pel ' 
finden. Danach wiirde die Zunahme des Absorptionsvermégens nac}) 
Radiumstrahleneinwirkung diejenige nach Erhitzen merklich iiber 
treffen, trotzdem die Bestrahlungszeit zur kompletten Koagulation 
des elektrolytfreien Priparats nicht geniigt hatte. 


Wahrend somit eine ganze Reihe von Momenten fiir die Ver 
schiedenheiten der Hitze- und Radiumstrahlendenaturierungsprodukte 
von Seralbumin zu sprechen scheinen, weisen die letzteren eine auf 
fallende Ahnlichkeit mit solchen auf, die durch Einwirkung von ultra 
violetten Strahlen auf das gleiche Substrat entstanden sind. So erweist 
sich auch das Lichtkoagulat als irreversibel bei Laugenbehandlung. 
und durch ultraviolette Strahlen verinderte saure und alkalische 
Seralbuminlésungen iibertreffen noch anscheinend im Hinblick auf 
ihr gesteigertes Absorptionsvermégen fiir kurzwelliges Licht die radium. 
bestrahlten Lésungen?. SchlieBlich diirfte auch das Eintreten sichtbarer 
Veranderungen bei der Einwirkung ultravioletter Strahlen gegen dic 
Anwesenheit kleinster Elektrolytmengen in ahnlicher Weise empfindlich 
sein, wie bei der Radiumstrahlenkoagulation, eine Tatsache, die sich 
vor allem darin auBert, daB das elektrodialysierte Seralbumin beim 
Stehen im toluolisierten Zustande nicht die Hitzekoagulationsfahigkeit. 
wohl aber diejenige fiir ultraviolette und Radiumstrahlen einbiibt 
Unsere Ergebnisse sind somit in voller Ubereinstimmung mit den 
Angaben der Literatur*, welche, wie bereits einleitend erwaihnt worden 
ist, die qualitative Ubereinstimmung der durch verschiedene Strahlen- 
arten hervorgerufenen Veranderung an Proteinen betonen und diese 
Erscheinung auch theoretisch zu begriinden suchen. Auch fiir die 


' M. Spiegel-Adolf und O. Krumpel, erscheint demniichst : vgl.M . Spiege!- 
Adoli, Klin. Wochenschr. 7, 1592, 1928. 

* M. Spiegel-Adolf und O. Krumpel, diese Zeitschr. 190, 28, 1927. 

3 Diese letzteren kénnen noch durch neueste, derzeit unveréffentlichte 
Beobachtungen von Spiegel-Adolf erginzt werden, wonach bei geniigend 
langer Réntgenstrahleneinwirkung auch Seralbumin zur sichtbaren Fallung 
gebracht wird, deren Auftreten durch Gegenwart von Lauge verhindert 
werden kann. 
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\erschiedenheiten zwischen den durch Strahlen und durch Hitzeeinwir- 
kung hervorgebrachten Veranderungen bestehen noch manche Analogien 
in der Literatur (vgl. das eingangs zit. einschlagige Referat von Spiegel- 
idolf). Wie in letzterem hervorgehoben worden ist, beziehen sich diese 
\ngaben lediglich auf Verinderungen, die durch Erhitzen bis auf 
etwa 100°C bewirkt worden sind, so daB sie ebenso wie die hier vor- 
yvebrachten Unterschiede zwischen dem Hitze- und Radiumstrahlen- 
koagulat in der Frage der Punktwirmehypothese nur indirekt von 
Bedeutung sind. Unsere Befunde lassen es wahrscheinlich erscheinen, 
daB, falls, entsprechend der Theorie von Dessauer, die Strahlenverande- 
rungen an Proteinen letzten Endes auf Hitzedenaturierungen zuriick- 
zufiihren sind, diese nicht mit solechen identisch sind, die durch Er- 
wirmen auf etwa 100° in wiisseriger Lésung hervorgebracht werden. 

Aus den Bestrebungen heraus nihere Aufklirungen itiber die 
Kigenschaften des Radiumstrahlenkoagulats und der Natur der Radium- 
strahlendenaturierung von Proteinen zu erlangen, haben wir noch 
andere Hilfsvorstellungen herangezogen. Da Fernau' einerseits zeigen 
konnte, da Ozon auf verschiedene Substanzen, darunter auch Albumin- 
lésung, eine ganz ihnliche Wirkung ausiibt wie Radiumstrahlung, 
andererseits es bekannt ist, dab letztere in wisseriger Losung zu Ozon 
und Wasserstoffsuperoxydbildung fiihrt, so erschien es naheliegend, 
einen Vergleich zwischen dem Radiumstrahlenkoagulat von Seralbumin 
und dem Einwirkungsprodukt von H,O, auf das letztere zu versuchen. 

In einem Vorversuch gelang es zuniachst festzustellen, daB kéuf- 
liches Perhydrol (Tropen) in elektrolytfreien Seralbuminlésungen keine 
Triibungen oder Niederschlagsbildungen bewirkte. Solche konnten 
erst bei Verwendung von 30° .igem elektrolytfreiem Perhydrol der 
Firma Merck erzielt werden. Werden zu je 10 ccm elektrolytfreiem, 
frisch elektrodialysiertem Seralbumin '. bis 1 cem_ elektrolytfreien 
Perhydrols zugesetzt, so beginnt 24 bis 48 Stunden hiernach Eiweil 
auszufallen. Im Falle des héheren Perhydrolzusatzes ist nach 5 Tagen, 
wahrend welcher die Versuchslésungen bei Zimmertemperatur gehalten 
wurden, die EiweiBfaillung quantitativ erfolgt. Dieser zeitliche Verlauf 
der H,O,-Denaturierung von Eiweif wurde bereits von Schulz? beob- 
achtet. Bei Verwendung der geringeren Perhydrolmenge war auch 
nach 8 Tagen die EiweiBfallung nicht komplett. 

In ganz gleicher Weise wie bei den Radiumstrahlenkoagulaten 
wurde nun auch der durch Perhydroleinwirkung erzielte Seralbumin- 
niederschlag auf seine Reversibilitat bei Laugenbehandlung hin unter- 
sucht. Zum Unterschied gegeniiber dem hitzeveriinderten Seralbumin, 


1 A. Fernau, Kolloid-Zeitschr. 33, 89, 1923. 
* FN. Schulz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 29, 86, 1899. 
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das sich in der verwendeten Lauge mit der braunlich-gelben Far!|, 
des genuinen Praparats liste, war bei Beobachtung der gleichen Eiwei': 
Laugenverhaltnisse die Lisung des perhydrolgefillten in Alkali vo)! 
kommen farblos. Wurde hingegen eine solche Lésung der Elektr: 
dialyse unterworfen, so fiel das denaturierte Protein quantitativ au. 
Der Niederschlag war schneeweib, schuppig, kristallinisch. 

Im Hinblick auf die Reversibilitat der Koagulate durch Laugen 
behandlung ist, es somit nicht méglich, einen Unterschied zwischen 
dem Radiumstrahlen- und dem H,0O,-Fallungsprodukt nachzuweisen ' 
Dieser Befund erscheint auf Grund von theoretischen Uberlegungey 
nicht tiberraschend, denn selbst wenn die in radiumbestrahlten 
Lésungen auftretenden EiweiSdenaturierungen nicht direkt auf die in 
den Lésungen dabei entstehenden H,O,-Mengen zuriickzufiihren 
waren, so bestande doch zwischen der Wirkungsweise der Radium. 
strahlung und des H,O, insofern eine Ubereinstimmung, als auch dic 
denaturierende Wirkung des letzteren letzten Endes auf Elektronen 
stéBe beim Vorgang der Abspaltung von O aus dem H,0O,-Molekiil 
zuriickzufiihren ware. Da jedoch Elektronenablésung, wenigstens bei 
Metallen, bei Temperaturerhéhungen auf 100° bisher praktisch nicht 
registrierbar sind, so wiirde es immerhin begreiflich erscheinen, dali 
Erhitzen von EiweiBlésungen auf diese Temperatur zu anderen Pro- 
dukten fiihrt. 

Zusammenfassung, 


1. In der vorliegenden Untersuchung wird das Verhalten von 
Seralbumin in elektrolytfreiem Zustande und in Gegenwart von Saure. 
Lauge und Neutralsalz unter dem EinfluB der durchdringenden Radium. 
strahlung festgestellt und mit den Erscheinungen bei Einwirkung von 
héheren Temperaturen und ultravioletten Strahlen unter den ent- 
sprechenden Bedingungen verglichen. Ferner werden einzelne Eigen. 
schaften der dabei entstehenden Koagulate und solcher, die durch 
Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd entstehen, gegeniibergestellt. 

2. Es wird gezeigt, daB frisch elektrodialysiertes und toluolisiertes 
Seralbumin, falls es nicht im Eisschrank aufbewahrt wird, seine Eigen- 
schaft, bei Radiumstrahleneinwirkung zu koagulieren, cinbiibt. Es 
wird eine Methode beschrieben, welche gestattet, in solchem Seralbumin 
NH, nachzuweisen, in solchen Mengen, die hinreichen, um, frisch elektro- 
dialysiertem Seralbumin zugesetzt, dessen Koagulationsfahigkeit durch 
Radiumstrahlung aufzuheben. 

3. Es wird der Nachweis erbracht, daB zur Verhinderung der 
sichtbaren Veranderungen bei der Radiumstrahleneinwirkung kleinere 

1 Untersuchungen tiber die chemische und physiko-chemische Natur 
der beiden Denaturierungsprodukte sind derzeit im Gange. 
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svure- und Laugenmengen (KOH, NH,) erforderlich sind als bei der 

Hitzeeinwirkung. Dabei findet im Gegensatz zu letzterer bei der 

Radiumbestrahlung, auch in dem Falle, daB die sichtbaren Verande- 

rungen durch Zusatz von HCl aufgehoben werden, stets eine nahezu 
iistandige Denaturierung des Seralbumins statt. 

4. Die Radiumstrahlenkoagulationsdauer erscheint weitgehend 
mabhangig von der Konzentration der Seralbuminlésungen, mit 
\usnahme der héchsten. Die Fallung kann durch héhere Neutralsalz 
konzentrationen verhindert werden. 

5. Im Gegensatz zu den Hitzefallungsprodukten und in Uberein- 
stimmung mit den Lichtkoagulaten des Seralbumins sind die durch 
Radiumbestrahlung erzeugten Koagulate durch Behandlung mit Lauge 
nicht wieder in wasserléslichen Zustand zu iiberfiihren. 

6. Die durch Einwirkung von elektrolytfreiem Wasserstoffsuper- 
oxvd in Seralbumin bewirkten Niederschlige zeigen beziiglich ihrer 
Kigenschaften nach Laugenbehandlung das gleiche Verhalten wie die 
tacdiumstrahlenkoagulate. 














_ Versuche zur Konzentrierung 
antikérperhaltiger Sera mit Hilfe physikalisch-chemischer 
Methoden (Elektrodialyse und Adsorption). 


Von 
M. Eisler und M. Spiegel-Adoilf. 


(Aus dem Staatlichen sero-therapeutischen Institut in Wien, wissenschaft lic!) 
Abteilung.) 


(Eingegangen am 26. September 1928.) 


Jeder Versuch, Immunsera herzustellen, welche bei geringster 
EiweiBkonzentration méglichst groBbe Mengen wirksamer Stoffe ent- 
halten, fiihrt zwangsliufig zu einer Erérterung des Problems nach der 
Natur der Immunstoffe; nach dem bisherigen Stande der Forschung 
diirfte es noch nicht entschieden sein, ob spezifische Antikérper eine 
besondere Modifikation des normalen Serumeiweifbes darstellen oder 
als letzterem anhaftende fremde Bestandteile aufzufassen sind. Im 
folgenden sei iiber die Ergebnisse von einigen Versuchsreihen berichtet 
die von beiden Vorstellungsméglichkeiten Gebrauch gemacht haben 
und dennoch anscheinend zu iibereinstimmenden Resultaten gefiihrt 
haben. 

I. 

Die seinerzeit von Pick! festgestellte Verteilung von Antikérpern aut 
bestimmte Am,SO,-Fraktionen ist bekanntlich auch in dem Sinne gedeutet 
worden, da®B den bestimmten Proteinen und den Antikérpern die gleichen 
Aussalzungsbedingungen zukommen?. Aus ahnlichen Griinden waren auch 
die Ergebnisse anderer Darstellungsverfahren nicht als eindeutige aut- 
zufassen. Aussichtsvoller fiir die Beurteilung der vorliegenden Fragestellung 
schienen jedoch Versuchsanordnungen zu sein, die zu einer Denaturierung 
der Globuline, der Trager der Antikérper, und damit zu einer Verinderung 
ihrer Léslichkeitsbedingungen fiihrten. Versuche, die seinerzeit Adol/*® 
iiber die Elektrodialyse von diphtherieantitoxischen Seren angestellt 
hatte, lieBen erkennen, dab bei einer Versuchsanordnung, die zu einer 
volistandigen Denaturierung des Pseudoglobulins gefiihrt hatten, auch die 


' EB. P. Pick, Hotmeisters Beitr. 1, 351, 1902. 
2 A. Berger, Klin. Wochenschr. 2. Jahrg., Nr. 25, 26, VI. 1923 (Lit.). 
% M. Adolf, ebendaselbst 8, 1271, 1924. 
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\ntikérper quantitativ aus der Lésung getreten waren, nach Lésung des 
Niederschlags in physiologischer Kochsalzlésung sich jedoch unverandert 
in ihrem antitoxischen Vermégen erwiesen. Diese Angaben sind spéater 
von Wernicke und Modern® bestatigt worden. Aus diesen Versuchen schien 
somit hervorzugehen, daB die Wirksamkeit der Antikérper nicht von der 
Unversehrtheit jener Gruppen am Eiwei8molekiil abhingen, die von der 
Denaturierung unmittelbar betroffen werden, und dai die Fiallungs- 
bedingungen der Antikérper durch diejenigen der Eiweibkérper weitgehend 
modifiziert werden. 

Bei der theoretischen und praktischen Bedeutung dieser Fest- 
stellung erschien es geboten, die experimentellen Grundlagen zu er- 
weitern. Es wurde das Verhalten anderer Antikérper herangezogen 
und durch quantitative Bestimmungen die schlieBliche EiweiBkonzen- 
tration der antikérperhaltigen Losungen ermittelt. 

Pferdeserum, das in einer Verdiinnung |: 16000 noch Typhus- 
bazillen agglutinierte, wurde auf das Zehnfache seines Volumens mit 
destilliertem Wasser verdiinnt und in einem Paulischen Elektro 
dialysierapparat nach der von Adolf und Pauli? angegebenen Methode 
zur Fallung des gesamten Globulins elektrodialysiert. Dieses Verfahren 
besteht bekanntlich darin, daB durch wiederholte kleine Zusiitze von 
K,SO, (bis zu einer Endkonzentration von n/100) die Reaktion stets 
derart nach der sauren Seite verschoben wird, dab die vorhandene 
Kombination von Salz und Saure geniigt, um das Pseudoglobulin 
restlos auszufillen, ohne jedoch nachweislich die Léslichkeit des in der 
Lésung anwesenden Seralbumins zu beeintrachtigen. Das ausgefillte 
Pseudoglobulin ist anscheinend in irreversibler Weise denaturiert 
worden, d. h. es kann auch nicht durch jene Behandlungsweise, welche 
geniigt, um beim hitzeveranderten Seralbumin die Veranderungen 
nahezu restios zu beseitigen, wieder in wasserlésliche Form iiberfiihrt 
werden. In mehrfachen Versuchsreihen konnte nun gezeigt werden, 
da8 ebenso wie beim diphtherieantitoxischen Serum der AntikOrper- 
gehalt der Lésung mit dem Gehalt an Pseudoglobulin abnimmt; nach 
kompletter Fallung dieses letzteren war auch der Antikérpergehalt 
resilos verschwunden. Der Niederschlag an denaturiertem Pseudo- 
globulin lést sich nur unvollkommen in_ physiologischer Kochsalz- 
lisung. Er wurde daher nach dem von Adolf* zur Herstellung kon- 
zentrierter Globulinlésungen angegebenen Verfahren zuniichst mit 
verdiinnter Natronlauge behandelt und hierauf in Gegenwart von 
Neutralsalz neutralisiert. Durch Bestimmung des Agglutinintiters 
solcher Flissigkeiten konnte gezeigt werden, daB etwa 80° , der urspriing 
lichen Antikérpermenge sich darin nachweisen lieBen. Der Eiweib- 


1 R. Wernicke und F. Modern, Rev. d. 1. Soc. d. Biol. 2, 16, 1926. 
2 M. Adolf und Wo. Pauli, diese Zeitschr. 152, 360, 1924. 
3 M. Adolf, Kolloidchem. Beih. 18, 275, 1924. 
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gehalt solcher Lésungen entsprach ziemlich genau demjenigen, welc!,. 
der Am,SO,-Halbsattigungsfraktion zukommt. Die Lésungen <v< 
denaturierten Pseudoglobulins in NaCl werden durch Drittelsattigu:y 
mit Am,SO, vollstandig gefallt, wobei auch die Antikérper rest}. 
aus der Lésung verschwinden. Werden dieselben Lésungen mit gleiche 
Teilen genuinen wasserléslichen Pseudoglobulins versetzt und die Dritte 
sittigung mit Am,SO, ausgefiihrt, so wird nur der Teil ausgefall; 
der der Menge des denaturierten Proteins entspricht, mit dem abe: 
auch in diesem Falle die Antikérper restlos aus der Lésung trete: 
Kine weitere Fraktionierung der Pseudoglobuline mit Hilfe der Elektr: 
dialyse ist nicht gelungen, so daB die Leistungsfahigkeit dieses Ve: 
fahrens ungefihr derjenigen der iiblichen Am,SO,-Fraktionieruny 
entspricht. Dem Vorteil, welchen die gréBere Einfachheit des Ve: 
fahrens bietet, steht die schwerere Léslichkeit des Priparats entgegen 


Die groBen Erfolge, welche die grundlegenden Untersuchungen 
von Willstdtter' und seinen Mitarbeitern fiir die Reinigung und Isolierung 
von Fermenten gezeitigt haben, lieben es als naheliegend erscheinen 
ahnliche Darstellungsmethoden, namlich das unspezifische Adsorptions- 
verfahren mit nachfolgender Elution, fiir entsprechende Untersuchungen 
an Antikérpern heranzuziehen. 

Verschiedene Angaben iiber die Verwendung dieses kolloidchemischen 
Vertahrens zu gleichen Zwecken liegen bereits in der Literatur vor®. Jedoch 
besteht einerseits eine gewisse Diskrepanz zwischen den angeblich vor 
ziiglichen Resultaten (z. B. Aronson*) und der geringen praktischen Ver 
wertung dieser Ergebnisse, andererseits widersprechen einander einzelne 
Angaben vollstindig in der grundlegenden Frage, ob bei der Adsorption 
die Antikérper selbst adsorbiert werden oder nicht. SchlieBlich haben wir 
Daten iiber das Verhalten von reinen EiweiS$kérpern unter den gleichen 
Versuchsbedingungen vermiBt. Die von Rakusin* stammende Angabe, 
das EiweiB erfahre bei der Adsorption eine Spaltung, scheint vollkommen 
hypothetischer Natur zu sein. 

Das von uns eingeschlagene Verfahren verwendet wohl Einzel- 
heiten verschiedener Methoden, ohne sich jedoch einer bestimmten 
streng anzuschlieBen. So haben wir nicht wie Willstdtter die Adsorption 
an einem in die Lésung eingetragenen Niederschlag durchgefiihrt, 
sondern haben, um das unter diesen Verhaltnissen nach Marshall 


' Vgl. hierzu die zusammenfassende Darstellung von Kuhn, in Oppen- 
heimer-Kuhn, Fermente 1925. 

2 Eine iibersichtliche Zusammenstellung derselben gibt St. Bdcher im 
Handb. d. pathog. Mikroorganismen, IIT. Aufl. 

’ H. Aronson, Berl. Klin. Wochenschr. 1894, S. 453. 

* M.A. Rakusin, Journ. d. russ. physiko-chem. Ges. 1915, S. 144. 
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und Welker! notwendige Schiitteln zu vermeiden und eine moglichst 
groBe Oberfliche des absorbierenden Niederschlags zu erzielen, in 
alnlicher Weise wie Aronson durch Eintragen des betreffenden Metall- 
salzes in die eiweibhaltige Fliissigkeit und Versetzen derselben mit 
iguivalenten Mengen Lauge die Adsorption an den Niederschlag in 
statu nascendi durchgefiihrt. Fiir die Wahl des AICl, sprachen die 
eingangs zitierten Literaturangaben, physikalisch-chemische — Er- 
fahrungen? und seine relative Ungiftigkeit. Nur haben wir nicht, wie 
Aronson, Al,(SO,),, sondern AIC], verwendet. Es geschah dies aus 
dem Grunde, um die Gegenwart von SO,-lonen, die an sich eine weitere 
teinigung erforderlich gemacht und Verwendung von elektrischen 
Reinigungsverfahren betrachtlich erschwert hatten*, zu vermeiden. 
Zum Teil aus ahnlichen Uberlegungen wurde zur Erzeugung des Al (O H).- 
Niederschlags nicht N H,, sondern NaOH verwendet. Bei Verwendung 
aquivalenter Mengen des letzteren konnte das AICL, weitgehend in 
Al(OH), umgesetzt werden, ohne da es bei einer potentiometrisch 
kontrollierten schwach sauren Reaktion nahe dem Neutralpunkt zu 
einer merklichen Wiederlésung des Niederschlags gekommen wire. 
Fiir die Mengen des zur Niederschlagsbildung verwendeten AlCl, mubte 
als Kriterium nicht so sehr die Vollstandigkeit der Eiweibfallung als 
vielmehr die Toleranz der Immunkérper herangezogen werden. Nach- 
dem in einem Vorversuch gezeigt werden konnte, da bei AlCl,-End- 
konzentration von 0,2 n bereits der gréBere Teil der agglutinierenden 
Antikérper seine Wirksamkvit bzw. Eluierbarkeit eingebiiBt hatte, 
bei Beobachtung der gleichen Versuchsanordnung und der halben 
AlCl,-Menge der Gehalt an diesen Antikérpern gegeniiber demjenigen des 
urspriinglichen Serums nicht verandert erschien, so wurden die folgenden 
Versuche bei einer AlCl,-Endkonzentration von n/10 ausgefiihrt (vgl. 
Tabelle I). Als bestimmender Faktor fiir das Ergebnis des Ausmabes 
der Adsorption erschien ferner die Konzentration des zu verwendenden 
Serums. Wiederholte Versuche an agglutinierenden und antitoxischen 
Seren haben gezeigt, daB bei der gleichen verwendeten Al(O H),-Menge 
der Ausgang des Experiments, ob namlich die Hauptmenge der Anti- 
kérper adsorbiert wurde oder nicht, vom Verdiinnungsgrad des Serums 
abhaingig war (vgl. Tabelle II). Am zweckmiaBigsten erschien es, bei 
einer Endkonzentration des Serums von 0,1 zu arbeiten. Bereits bei 
Verwendung der doppelten Serummenge waren die Resultate merklich 
verschlechtert. Im Gegensatz zur Fermentadsorption iibt eine Ver- 


1 J. Marshall und H.W. Welker, Journ. Amer. Chem. Soc. 35, 820 
und 822, 1913. 

2 M. Adolf, Kolloidchem. Beih. 20, 138, 1924. 

3 Vgl. hierzu M. Spiegel-Adolf, Art. ,,Elektrodialyse“ im Handb. d. 
biol. Arbeitsmethod., herausgegeben von Abderhalden, 3, 595, 1927. 
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gréBerung des Reaktionsvolumens keinen giinstigen EinfluB auf cic 
Adsorption von Immunkérpern aus. Bei einer zehnfachen Volume 
zunahme entgehen etwa 80°., der Immunkérper der Adsorption. |» 
gleicher Weise wurden weiter die giinstigsten Verhiltnisse fiir «\ 
Elution des Adsorbats ermittelt. Bekanntlich ist auch dieser Teil des 
Darstellungsverfahrens nicht ohne Schwierigkeiten bei seiner <A) 
wendung auf Immunkérper. So ist es z. B. Huntoon' nicht gelungen 
die zur unspezifischen Adsorption gebrachten Agglutinine des Pheumo 
kokkenserums wieder zu eluieren. 


Die Adsorption der Fermente ist im allgemeinen irreversibel und 
die Elution besteht nach Willstdtter in der Uberwindung der kleinen 
Affinitatsbetriage, die die Adsorption bedingen. Nach der Darstellung 
von Kuhn vermag die Elution durch Anderung der Reaktion, sowie 
durch Zusatze solcher Substanzen, von denen zu erwarten steht, dat 
sie das Adsorbat von der Oberfliche des Adsorbens verdrangen (wie 
Phosphate, Citrate, Arsenate usw.), herbeigefiihrt zu werden. Von 
der weiteren Moéglichkeit einer spezifischen Elution wurde in den 
folgenden Versuchen abgesehen, hingegen wurden die ersteren Méglich 
keiten in systematischen Versuchen auf ihre Eignung fiir den besonderen 
hier vorliegenden Zveck geprift (vgl. Tabelle III). Zuniachst mub 
festgestellt werden, dai im Gegensatz zu den erwaihnten Versuchen 
von Huntoon und in Ubereinstimmung mit den eingangs genannten 
Autoren eine Elution der unspezifischen Adsorbate durchaus mdglich 
war, wenn auch das quantitative Ergebnis weitgehend von den Versuchs 
bedingungen abhangig erschien. 


Optimale Resultate, d.h. bis 100°, der adsorbierten Antikérper 
wurden bei Behandlung des Adsorbats mit verdiinnter NaOH erzielt 
In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Fermentreinigung 
erfolgt die Adsorption der Immunkérper momentan. Die Elution 
derselben ist jedoch, wie diejenige der Fermente, ein zeitlicher Vorgang 
(Der EinfluB verschiedener Temperaturen wurde nicht untersucht, 
alle folgenden Angaben beziehen sich auf Zimmertemperatur.) In 
Cbereinstimmung mit Aronson konnte gezeigt werden, dab Schiitteln 
die Elution recht beschleunigt. Es wurden daher bei den folgenden 
Versuchen die entsprechenden, mit dem Eluens versetzten Adsorbate 
stets etwa 2 bis 3 Stunden auf einer Schiittelmaschine geschiittelt 
Eine Veranderung des EiweiB- oder Immunkérpergehalts konnte bei 
einer solchen Behandlung nicht nachgewiesen werden. Wurde hingegen 
zu diesem Zwecke eine mit Toluol versetzte Fliissigkeit verwendet, so 
erfolgte. wie der eine von uns (Spiegel-Adolf) an reinen Pseudoglobulin 


1 F. M. Huntoon, Journ. of Immunology 6, 117, 1921. 
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josungen beobachtet hatte’, bei der gleichen Schiitteldauer eine 
quantitative Ausfillung der Proteine und der Immunkérper. Von 
maBgebender Bedeutung erwies sich naturgemaB die Menge und Kon- 
zentration der NaOH. Es mubBte einerseits diejenige Konzentration 
ermittelt werden, die zu einer méglichst vollstandigen Elution hin- 
reichte, andererseits sollte die im Eluat auftretende Reaktion wegen 
moglicher Schidigung der Antikérper so wenig als méglich von der 
neutralen entfernt sein. Als giinstigste Bedingung erwies sich eine Elution 
mit NaOH von einer Endnormalitat von etwa 0,0075, wobei das End- 
volumen der urspriinglichen Verdiinnung des Serums (1 : 10) entspricht. 
Die dabei gemessene Co, betrug in einem Falle 2,79 . 10~*. Die Hiilfte 
der hier verwendeten Laugenmenge erwies sich fiir die Elution als 
vollstandig ungeniigend. Natriumcitrat, in gleicher Menge und Kon- 
zentration wie NaOH verwendet, zeigt nur unbedeutende Verschieden- 
heiten im Elutionsvermégen, in keinem Falle scheint jedoch dieses 
letztere gegeniiber demjenigen des NaOH gesteigert zu sein. Da die 
potentiometrisch kontrollierte Reaktion der Natriumcitratlésung deren 
annaihernd vollstandige Neutralitaét ergab, so scheint in Uberein- 
stimmung mit den Angaben von Willstdtter und Kuhn? die Elution von 
der cy weitgehend unabhangig zu sein. ‘Hingegen erwies sich NH, im 
Hinblick auf sein Elutionsvermégen als viel weniger wirksam als die 
genannten Verbindungen. 

Die praktische Ausfiihrung eines Adsorptions- und Elutions- 
versuches gestaltet sich somit in der folgenden Weise: 1 cem Serum 
wird mit 7 cem destillierten Wassers versetzt und leem n ACI, und 
die gleiche Menge n NaOH hinzugefiigt. Es entsteht ein dichter, 
opaker Niederschlag, welcher sich durch halbstiindiges scharfes Ab- 
zentrifugieren (etwa 2000 Touren in der Minute) von etwa 7,5 ccm 
einer wasserklaren Fliissigkeit abtrennen laBt. Die abgegossene klare 
Fliissigkeit wird durch das gleiche Volumen n/100 NaOH ersetzt, 
der abgesetzte Niederschlag darin suspendiert und ohne Zusatz in 
einem kleinen Rundkolben durch etwa 2 Stunden auf einer Schiittel- 
maschine geschiittelt. Die nicht gelésten Teile des Niederschlags kénnen 
hierauf durch erneutes Zentrifugieren beseitigt werden. 

Vor der Besprechung der Ergebnisse der Untersuchungen an 
Immunseris soll zunachst kurz iiber einige Versuche berichtet werden, 
zu denen Lésungen genau definierter elektrolytfreier Eiweiblésungen 
herangezogen worden sind. Seralbumin und Pseudoglobulin wurden 
in der iiblichen Weise durch Fraktionierung mit Am,SO, aus Pferde- 
serum hergestellt, durch Dialyse und Elektrodialyse von den Salz- 


' Unveroffentlichte Beobachtung. 
2 R. Willstdtter und R. Kuhn, Zeitschr. f. physiol. Chem. 116, 53, 1921. 
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beimengungen befreit. 1° ige Lésungen dieser Eiwei8kérper wu: 
in der oben angefitihrten Weise zur Adsorption gebracht und hier: 
eluiert. Es konnte dabei festgestellt werden, daB die beiden Eiwe;\; 
lésungen sich dabei verschieden verhielten. Beide wurden zwar e)\: 
sprechend dem bekannten Verhalten von Proteinen gegeniiber Meta(). 
hydroxydniederschlagen, welches praktisch zur EnteiweiBung von 
Flissigkeiten verwendet wird (vgl. Michaelis und Rona‘, Maillard wii 
Wunschendor{/? usw.), zur Ausfaillung gebracht. Wahrend jedoch bei 
der nachfolgenden Elution der gréBte Teil des adsorbierten Seralbumins 
unléslich bleibt, so daB die eluierte Fliissigkeit auch nach Neutralisation 
nur mehr eine recht schwache Reaktion (geringe Opaleszenz) mit 
Sulfosalicylsiure gibt, war ein recht erheblicher Teil des Pseudo. 
globulins bei der gleichen Behandlung wieder in Alkali léslich geworden 
Ob und wieweit dieses Verhalten als Ausdruck einer Reversibilitiit 
der bei der Adsorption entstandenen Veranderung aufzufassen ist oder 
auf verschiedener Empfindlichkeit gegeniiber Metallionen beruht, soll 
noch an anderer Stelle untersucht werden. Jedenfalls war nach den 
hier mitgeteilten Versuchsergebnissen eine Méglichkeit angedeutet. 
um ohne Riicksicht auf das etwaige Verhalten und die Natur der Immun. 
kérper eine Fraktionierung von Eiweibkérpern mit Hilfe ihres ver 
schiedenen Verhaltens bei der Elution vorzunehmen, wenn auch auf 
Grund von Erfahrungen mit Hilfe anderer EiweiBtrennungsverfahren 
(z. B. der Ultrafiltration)* bekannt geworden ist, daB von dem Ver- 
halten einzelner Eiweibfraktionen nicht ohne weiteres auf das Ver- 
halten von Gemengen solcher Proteine, wie sie z. B. das Serum darstellt, 
zu schlieBen ist. 

Von Immunseris standen fiir die vorliegenden Untersuchungen 
zur Verfiigung: das in den eingangs beschriebenen Elektrodialyse- 
versuchen verwendete, Typhusbazillen agglutinierende Pferdeserum 
(Titer 1: 16000), drei verschiedene hamantitoxische Sera (von Pferd, 
Kaninchen und Ziege stammend), sowie zwei verschiedene diphtherie- 
antitoxische Pferdesera. Da die einzelnen Serumarten trotz allgemeiner 
Ubereinstimmung dennoch gewisse Besonderheiten aufwiesen, so soll 
deren Verhalten bei den Adsorptions- und Elutionsversuchen zuerst 
getrennt besprochen werden. 

Bei der oben beschriebenen Versuchsanordnung gelingt es, das 
Thyphusbazillen agglutinierende Serum zunichst in zwei Fraktionen 
zu teilen, diejenige, welche nach Abzentrifugieren des Niederschlags 


1 P, Rona und L. Michaelis, diese Zeitschr. 7, 329, 1908; 18, 121, 1908; 
14, 476, 1908. 

2 L.C. Maillard und H. Wunschendorf/, Bull. d. 1. soe. d. chim. biol. 
8S, 251, 1926. 

3 Vgl. M.Henseval, C. r. Soc. Biol. 82, 913, 1919. 
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als klare Fliissigkeit abgegossen wird (der Kiirze willen hier als Abgul 
bezeichnet), und die Flissigkeit, mit welcher der Niederschlag eluiert 
worden ist (kurz hier Eluat genannt). Der Abgu® ist eiweiBarm und 
enthalt im Durchschnitt, die einzelnen Versuche geben nicht immer 
genau iibereinstimmende Werte, 20°,, der urspriinglichen Agglutinine. 
Das Eluat hingegen enthalt bei Beriicksichtigung der Serumverdiinnung 
27°, EiweiB und etwa 80°, der Antikérper. Beriicksichtigt man. 
daB im vorliegenden Falle das Immunserum einen Gehalt an Globulinen 
(Am, 8 O,-Halbsiattigungsfraktion) von 6,2°, aufwies, so geht daraus 
hervor, daB nur ein Teil dieses letzteren Proteins, naimlich 43°,,, nach 
der Elution wieder in Lésung gebracht worden ist. AuBerdem diirften 
die gesamten Albumine (2,5°,,) der Elution entgangen sein. Der Anti- 
kérpergehalt des Eluats betragt jedoch 80°, des urspriinglichen, so 
daB sich bei relativ geringen Verlusten der Konzentrationsfaktor 
(nach Ornstein! ist unter ,,dem Konzentrationsfaktor emes Spaltungs- 
produkts aus nativem Eiweif das Verhaltnis der in der Fraktion ent- 
haltenen Einheiten zum Eiweif zu verstehen, wobei Einheiten und 
EiweiB in Hundertteilen des Gehalts bzw. Gewichts vom Ausgangs- 
material ausgedriickt werden*’) von 1,40 auf 2,57 erhebt. Dieses Resultat 
kann jedoch noch nach zwei Richtungen hin verbessert werden. Die im 
AbguB verbliebenen Antikérper kénnen durch eine Wiederholung der 
Adsorption nahezu restlos gefallt und mit der Hauptmenge des Nieder- 
schlags vereint und mit demselben eluiert werden, ohne daB der Eiweib- 
gehalt des Gesamteluats wesentlich erhéht wird. Dieses Eluat selbst 
weiter zu fraktionieren, wurde nun versucht durch erneute Adsorption 
und nachfolgende Elution. Durch eine Reihe von Versuchen wurde 
zunichst festgestellt, daB fiir den genannten Zweck viel kleinere 
AICL, verwendet werden miissen als fiir die erste Fraktionierung, da 
sonst eine Elution der adsorbierten Immunkérper nicht méglich war. 
Verwendet man jedoch nur die Hialfte der urspriinglich benutzten 
AICl,-Konzentration, so lat sich der EiweiBgehalt des zuerst her- 
gestellten Eluats von 2,7 auf 1,16°, herabdriicken, ohne daB dabei 
ein Verlust an Agglutininen nachweisbar ware. Der Konzentrations- 
faktor wiirde sich dadurch auf etwa 6 erheben. Zur richtigen Beurteilung 
dieses Wertes sei hervorgehoben, dab zufolge eines Fraktionierungs- 
versuches dieses Serums mit Am,SO, die Hauptmenge der Agglutinine 
sich im Euglobulinanteil befanden. 

Die Versuche am haimantitoxischen Serum haben zwar, wie bereits 
erwahnt, prinzipiell zu ahnlichen Ergebnissen gefiihrt, haben jedoch 
gleichzeitig den komplizierenden EinflubB bestimmter Faktoren er- 
kennen lassen. 


! O. Ornstein, Klin. Wochenschr. 7, 1081, 1928. 
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Auf die Existenz solcher, welche zumindest die Adsorption von 
immunkérperhaltigen Proteinen beeinflussen, weisen Angaben yon 
Eisler und Tsuru', sowie von Zunz® hin. Im vorliegenden Falle muBtey 
die ersten orientierenden Versuche aus duBeren Griinden an einem 
Pferdeserum ausgefiihrt werden, das seit 20 Jahren aufbewahrt wurde 
und von dem 0,004 bis 0,005 cem eine lésende Dosis neutralisierten 
Es war bei keiner Versuchsanordnung, wobei sowohl die Fillungs 
als auch die Elutionsbedingungen soweit als méglich (d. h. innerhal) 
der Grenzen, welche durch die Empfindlichkeit der roten Blutkérper. 
chen und des Toxins gesetzt waren) variiert wurden, méglich, nach statt- 
gehabter Adsorption eine Elution der Antikérper zu erreichen. Dai 
bei diesem Verhalten nicht die Unzulanglichkeit der Methode, sondern 
wahrscheinlich durch das Alter des Serums bedingte . Eigentiimlich- 
keiten seiner Bestandteile, wobei an die Alterungserscheinungen von 
Kolloiden gedacht werden kénnte, in ausschlaggebender Weise be. 
teiligt sind, geht aus den Versuchen hervor, die an frischen Seren an- 
gestellt werden konnten (vgl. Tabelle IV). An einem solchen konnte 
mit genau der gleichen, bei den Versuchen an agglutinierenden Seren 
befolgten Versuchsanordnung der gréBte Teil der wirksamen Anti. 
kérper in eluierbare Form tibergefiihrt werden. Wahrend z. B. zur Neu- 
tralisierung einer lésenden Dosis 0,003 cem des urspriinglichen Serums 
erforderlich waren, fand bei 0,002 com des Eluats noch eine partielle 
Lyse statt; bei 0,004 ccm des letzteren blieben jedoch die Blutkérperchen 
volistandig ungelést. Der Abgu® schien nur ganz geringe Spuren wirk- 
samer Bestandteile zu fiihren. Desgleichen vermochte das Eluat. 
welches aus einem Serum stammte, dessen neutralisierende Dosis 
0,005 cem betrug, in den ersten 6 Stunden in der gleichen Weise zu 
wirken, hernach trat im Gegensatz zum urspriinglichen Serum partielle 
Lyse ein. Der Abgub war praktisch frei von Antikérpern. Der Eiweib- 
gehalt des letzteren Eluats betrug 3,75°,, bei einem Gesamteiweil 
gehalt des Serums von 7,46°,, und einem Globulingehalt von 5,96 °,, 
Nehmen wir auch in diesem Falle den Antikérpergehalt des Eluats 
als 80°, der urspriinglichen Menge an, so wiirde sich ein Konzentrations- 
faktor von 1,60 ergeben. Trotz dieses scheinbar nicht ungiinstigen 
Ergebnisses war es bislang nicht méglich, fiir die antitoxischen Seren 
die Leistungsfahigkeit der Adsorptionsmethode fiir die agglutinierenden 
zu erreichen. Zunachst ist es nicht gelungen, eine Konzentration des 
AIC], ausfindig zu machen, welche ein Eluat nochmals zur Fallung 
bringt, ohne die Eluierbarkeit ganz oder in sehr weitgehendem Mabe 
zu vernichten. Nur bei Verwendung von praktisch nicht gut verwend- 


1 Kisler und Tsuru, Zeitschr. f. Lmmunitatsf. 6, 1910. 
2 BE. Zunz, ebendaselbst 19, 1913. 
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haren héheren NaQH-Mengen zur Elution kann man nachweisen, 
daB die Antikérper wenigstens zu einem betrachtlichen Teile nicht 
zerstért sind, sondern offenbar in einer unwirksamen, weil unléslichen, 
Form vorliegen. 


Des weiteren mubte festgestellt werden, daB die oben fiir ein 
hamantitoxisches Serum angefiihrten Daten nicht ohne Nachpriifung 
auf andere iibertragen werden konnten. Das erstere Serum wurde einer 
mit Toxin des V. Kadikéj vorbehandelten Ziege entnommen und hierauf 
die Immunisierung des Tieres weiter fortgesetzt, bis schlieBlich 
0.0005 eem des Serums des Tieres zur Neutralisierung einer lésenden 
Dosis hinreichten. Wurde nun ein solches héherwertiges Serum genau 
in der gleichen Weise behandelt, wie das friiher entnommene, dem, 
wie bereits vermerkt, ein viel niedrigerer Titer zukam, so zeigte sich, 
da8 nur die Hialfte bis drei Viertel der wirksamen Stoffe an den Nieder- 
schlag adsorbiert worden sind (vgl. Tabelle V). Diese merkliche Ver- 
schlechterung des Resultats lieB jedenfalls die Nachpriifung der von 
uns befolgten Methode der unspezifischen Adsorption ‘und Elution 
mit solehen aus der Literatur wiinschenswert erscheinen. Es wurde 
diejenige von Aronson herangezogen, der ja in einzelnen Fallen mit 
derselben Konzentrierungen von wirksamen Antikérpern auf das 
Hundertfache erreicht zu haben angibt. Bei genauer Befolgung der 
Aronsonschen Vorschriften waren jedoch die Ergebnisse noch um vieles 
ungiinstiger als die unseren (vgl. Tabelle V). Das Eluat zeigt noch bei 
),.004 com keine Hemmung, der AbguB jedoch schon bei 0,002 cem. 
Die Verschlechterung der Leistungsfihigkeit der eigenen Versuchs- 
anordnung und das teilweise Versagen derjenigen von Aronson ist 
jedoch vielleicht auf die gleiche Ursache zuriickzufiihren. So weist 
Aronson selbst auf die Schwierigkeiten hin, welche ihm bei der Ver- 
arbeitung von stirker wirksamen Seren aufgefallen sind und sich in 
einer wesentlichen Herabminderung der Leistungsfihigkeit seiner 
Methode geaiuBert haben. Im gleichen Zusammenhang werden auch 
ihnliche Beobachtungen von Brieger’ zitiert. 


Trotzdem also Eluate aus antitoxischen Seren eine weitere Fraktio- 
nierung mit Hilfe der gleichen Methodik nicht zulieBen, so konnte 
doch noch der allergréBte Teil der Antikérper, welcher der erstmaligen 
Adsorption entgangen war, durch Wiederholung des Verfahrens im 
Abgu8 zur Ausfillung gebracht und mit dem ersten Niederschlag 
vereint eluiert werden. Das Eluat enthielt etwa 4°,, EiweiB, so dab 
ahnlich wie bei dem Samesschen? Verfahren etwa 50°,, des Gesamt- 


1 Zitiert nach Aronson. 
2 W. Nebel, Med. Kl. 1913, 8. 911. 
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eiweiBbes entfernt worden sind. Hingegen konnte durch 16- bis 18 stiiy 
diges Halten des urspriinglichen Serums bei 54 bis 56° keine Verbesseru:y 
der Resultate erzielt werden. 

Infolge der Analogien, welche zwischen den Himantitoxinen wn: 
den tibrigen Antitoxinen bestehen, war auch ein entsprechendes Ver- 
halten von antitoxischen Seren zu gewirtigen. Tatsichlich konnten 
die am hamantitoxischen Serum beobachteten Erscheinungen bei 
Adsorption und Elution auch fiir Diphtherieserum nachgewiesen werden 
Bei Beobachtung der gleichen Versuchsanordnung konnten schitzungs 
weise nach den Ergebnissen der intrakutanen Priifung 70°, der Gesamt- 
antikérper dargestellt werden, wobei der urspriingliche EiweiSgehalt 
der Lésungen auf etwa die Halfte sich vermindert hatte. 

Versuchen wir, die hier gebrachten Ergebnisse zu beurteilen, so 
diirfte zunachst fiir die praktische Verwertung derselben hervorgehen 
daB die Leistungsfahigkeit der unspezifischen Adsorption und Elution 
fiir die Konzentrierung einzelner Immunsera, so der agglutinierenden., 
weit gréBer erscheint als z. B. diejenige der Fraktionierung durch 
Am,SQO,. Fiir die allerdings praktisch viel bedeutsamere Frage der 
Gewinnung hochkonzentrierter, antitoxischer Sera vermag die hier 
beschriebene Versuchsanordnung keine so befriedigende Resultate zu 
liefern. Jedoch dirfte, wie aus den mitgeteilten Versuchen zu ent- 
nehmen ist, die Leistungsfahigkeit der hier beschriebenen Methode 
diejenige der Fraktionierung mittels Neutralsalze noch immer erreichen 
Dabei stellt (allerdings bislang nur den Ergebnissen von Laboratoriums- 
versuchen entsprechend) die unspezifische Adsorption und Elution 
das weit expeditivere Verfahren dar, das nur wenige Stunden in Anspruch 
nimmt, dabei die Beimengungen mit gréBeren Salzmengen vollstandig 
vermeidet, die analytische Al-Konzentration der Eluate betrigt weniger 
als 0,07 n. Nachteilig macht sich hingegen, besonders wenn nicht von 
vorhinein eine Darstellung von Trockenseren wie bei Aronson beab- 
sichtigt ist, die gréBere Verdiinnung des Serums bemerkbar. Orientierende 
Versuche haben gezeigt, daB die Reinigung und Konzentrierung zweck- 
maBig mit Hilfe der Elektroultrafiltration nach Bechhold' gleichzeitig 
durchgefiihrt werden kénnen. 

Vergleichen wir die hier gebrachten Resultate mit denen in der 
Literatur angegebenen, so zeigt sich, daB dieselben in qualitativer 
Hinsicht mit den meisten Angaben beziiglich der Adsorbierbarkeit 
der Immunkérper iibereinstimmen und auch gewisse Anhaltspunkte 
fiir abweichende Angaben einzelner Autoren geben. So lassen die 
zahireichen Bedingungen (Konzentration und Wertigkeit des Serums, 
Reaktionsvolumen, Menge des erzeugten Niederschlags usw.), deren 


1 H. Bechhold und A. Rosenberg, diese Zeitschr. 157, 85, 1925. 
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Einhaltung fiir ein giinstiges Ergebnis durchaus notwendig sind, die 
abweichenden Resultate von Rakusin und Flieher' verstindlich er- 
sheinen. Ebenso geben die groben Schwierigkeiten, welche das Auf- 
finden von optimalen Bedingungen der Elution (Art, Menge, Kon- 
zentration des Eluierungsmittels, Dauer und Art der Eluierung, Ab- 
hingigkeit von kolloidalen Verianderungen des Serums usw.) bereitet 
haben, einen Hinweis zur Erklirung der Tatsache, daB Huntoon die 
Elution bestimmter antikérperhaltiger Sera nicht gelungen ist. 


Was nun den Vergleich in quantitativer Hinsicht anbetrifft, so 
ist auf die annahernde Ubereinstimmung mit den die Ergebnisse eines 
ausschlieBlichen Adsorptionsverfahrens betreffenden Angaben von 
Nebel-Sames schon hingewiesen worden. Nicht vereinbar sind jedoch 
anscheinend unsere Resultate mit den von Aronson angefiihrten, 
denen auch fiir die eingangs gestreifte theoretische Bedeutung der 
Fragestellung héchste Wichtigkeit zukommt. Wir haben bereits an- 
gefiihrt, daB Aronson eine hundertfache Konzentrierung des diphtherie- 
antitoxischen Serums gelungen ist. Dieser Autor gibt aber selbst an. 
daB bei héher wirksamen Seren die Leistungsfahigkeit seines Ver- 
fahrens nur eine dreibigfache Konzentrierung zustande bringt. Aronson 
fiihrt an, daB von dem urspriinglichen Serum 0,0005 cem geniigten. 
um eine Dosis letalis zu neutralisieren, hingegen von seinem in fester 
Form hergestellten Praparat hierzu 0,000015 g notwendig waren. 
Nimmt man jedoch an, daBb das urspriingliche Serum einen Eiweib- 
gehalt von 7,5°,, hat, und vergleicht dessen auf Trockengehalt be- 
rechnete wirksame Dosis mit derjenigen des festen Priaparats, so wiirde 
sich, falls die Angaben keinen Druckfehler enthalten, nur eine etwa 
doppelte Konzentration ergeben, die mit unseren und den iibrigen 
Ergebnissen in guter Ubereinstimmung stehen wiirde. 


Versuchen wir, den Ursachen nachzugehen, welche das hier be 
schriebene Verhalten der antikérperhaltigen Fliissigkeiten bedingen 
so diirfte es am zweckmiBigsten erscheinen, auf die an reinen Eiweil- 
lésungen beobachteten Erscheinungen zuriickzugehen. Bei den hier 
zur Immunkérperkonzentrierung verwendeten Verfahren liegt ein 
aihnliches Prinzip zur Trennung der einzelnen Eiweiffraktionen zu- 
grunde, namlich die verschiedene Denaturierbarkeit von Albuminen 
und Globulinen. Von diesem Verhalten, das unter anderem auch bei 
der Hitzeeinwirkung manifest wird, hat z. B. Besredka*® bei seinen 
Versuchen iiber Reinigung und Konzentrierung von Immunseris 
Gebrauch gemacht. Wiahrend jedoch das Adolf-Paulische Verfahren 


1 M.A. Rakusin und G. B. Flieher, Zeitschr. f. Immunitatsf. 39, 
193, 1924. 
2 Besredka, Ann. d. Inst. Pasteur 37, 935, 1923. 
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zur elektrodialytischen Trennung von Albumin und Pseudoglobu|in 
bereits anderen Orts beschrieben worden ist, sei im folgenden versuc)\t, 
die Verinderungen, welche die Proteine bei den hier beschrieber 
Adsorptions- und Elutionsversuchen erfahren, nach den gleich 
Gesichtspunkten zu beurteilen. 


Es ist oben festgestellt worden, daB bei dieser Versuchsanordnuny 
die Pseudoglobulinfraktion in viel ausgedehnterem MaBstab wieder 
in wasserlislichen Zustand zu iiberfiihren ist als das Albumin. Diese 
Tatsache steht nur in scheinbarem Widerspruch zu den Angaben der 
Literatur, wonach Globuline leichter adsorbiert werden als Albumine 
(vgl. z. B. Landsteiner und Uhlirz'). An dem ganzen hier zu_ beoh. 
achtenden Vorgang miissen vielmehr einzelne Stadien unterschieden 
werden, namlich der Vorgang der Adsorption im engeren Sinne und 
derjenige der konsekutiven EiweiBdenaturierung (vgl. hierzu Angaben 
iiber die Denaturierung von Casein durch Adsorption an Tierkohle 
und gebranntem Ton bei Hermann, Zahn, Lehmann*). Es erscheint 
wohl zunachst wahrscheinlich, jedoch durchaus nicht notwendig, dai} 
bei den einzelnen Serumeiweiffraktionen diese beiden Teilvorginge 
mit gleicher Intensitat erfolgen. Vielmehr miiBte nach den vorliegenden 
Literaturangaben und den hier gebrachten Versuchsdaten das Globulin 
zwar in starkerem MaBe adsorbiert werden, die so gesetzten Ver- 
anderungen aber durch Behandlung mit den verschiedenen zur Elution 
verwendeten Substraten leichter in gewissem Sinne riickgangig zu 
machen sein als die entsprechenden Modifikationen des Seralbumins 
Damit es nicht den Anschein erwecke, da8 solche Annahmen ganz 
willkiirlich und ohne Parallelen bei den verschiedenen Denaturierungs- 
prozessen der Proteine sind, sei daran erinnert, daB z. B. bei der Hitze- 
denaturierung das Seralbumin von allen SerumeiweiSkérpern zwar 
den niedrigsten Koagulationspunkt aufweist, jedoch das so entstandene 
Denaturierungsprodukt in seiner Riickverwandlungsfahigkeit die der 
Globuline in weitgehendem MaBe iibertrifft®. DaB die einzelnen 
Proteine bei den verschiedenen Denaturierungsvorgangen mitunter 
auch ein verschiedenes Verhalten aufweisen, diirfte zum Teil auf die 
von Spiegel-Adoljf* naher ausgefiihrten Verschiedenheiten der Er- 
gebnisse dieser Prozesse zuriickzufiihren sein. Im Sinne der Annahme, 
daB8 unter Umstiinden gerade die Globuline dehydratisierenden Ein- 
fliissen gegeniiber schwerer denaturierbar waren, lassen sich unter 


1 K. Landsteiner und R. Uhlirz, Zentralbl. f. Bakt. 40 Orig., 265, 1906. 

2 Zitiert nach Kestner, Chemie der EiweiSkérper. Braunschweig, 
Friedr. Vieweg & Sohn Akt.-Ges., 1924. 

3 M. Spiegel-Adolf, diese Zeitschr. 170, 126, 1926. 

4 Dieselbe, Die Naturwissenschaften 15, 799, 1927. 
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anderem die Untersuchungsergebnisse von Chick! verwerten, wonach 
entgegen dem bislang angenommenen gerade die Globuline in neutral- 
salzhaltiger Lésung starker hydratisiert waren als das Albumin. Fiir die 
‘atsache, daB Globuline durch gewisse denaturierende Einfliisse an- 
scheinend geringere Veranderungen erfahren als die Albumine, sprechen 
x. B. die Erfahrungen von R. Mond*, wonach nach Einwirkung von 
ultravioletten Strahlen auf die Lésungen der einzelnen Serumeiweilb- 
fraktionen die Fallbarkeit des Albumins auf Am,SO,- und Alkohol- 
zusitze eine gréBere Steigerung erfahren als die der Globuline. In 
gleicher Richtung scheinen die Feststellungen von Spiegel-Adolf® zu 
weisen, wonach infolge der gleichen Eingriffe das Absorptionsvermégen 
der Globuline fiir kurzwellige Strahlen geringere Veranderungen erfahrt 
als daB der Albumine. 


Das hier Vorgebrachte diirfte vielleicht geniigen, um die Tatsache 
zu erkliren, daB bei der oben beschriebenen Versuchsanordnung es 
gelingt, in Immunseris eine Abtrennung der Albumine von den anti- 
kérperhaltigen Anteilen durchzufiihren. Es eriibrigt sich jedoch fest- 
zustellen, wieweit mit dieser Auffassung das Verhalten des agglu- 
tinierenden Serums vereinbar erscheint, bei welchem es méglich war, 
durch Wiederholung des Adsorptions- und Elutionsprozesses auch 
Teile der Globulinfraktion zu entfernen, ohne daB es dadurch zu einer 
nennenswerten Verminderung des Antikérpergehalts gekommen ware. 


Wie bereits erwihnt worden ist, war bei dem agglutinierenden 
Typhusserum der Hauptteil der Antikérper in der Am,SO,-Drittel- 
sittigungsfraktion, dem sogenannten Euglobulin enthalten. Nun 
sind zwar wegen der mangelnden Wasserléslichkeit des letzteren keine 
Versuche méglich, die mit den an elektrolytfreien, wasserléslichen 
Proteinen ausgefiihrten direkt vergleichbar waren. Neutralsalzgegenwart 
hingegen vermag, wie aus Versuchen von Spiegel-Adolf* iiber die 
Alkoholdenaturierung hervorgeht, die Reversibilitat z. B. des alkohol- 
veranderten Seralbumins nahezu aufzuheben. Betrachten wir jedoch 
die oben angefiihrten Beispiele aus der physikalischen Chemie der 
Proteine, welche zur Erklirung des unterschiedlichen Verhaltens der 
Globuline und Albumine herangezogen worden sind, so zeigt sich in 
jedem einzelnen Falle, daB das Euglobulin die einzelnen Merkmale 
(Hydratation, Verhalten bei Bestrahlung mit ultraviolettem Licht) 


noch viel deutlicher aufweist als das Pseudoglobulin. so daB dieses 
‘ 


! H. Chick, Biochem. Journ. 8, 261, 1914. 

2 R. Mond, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 196, 240, 1922. 
3 M. Spiegel-Adolj, diese Zeitschr. 197, 197, 1928. 

4 Dieselbe, ebendaselbst 204, 1, 1929. 
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eine Mittelstellung zwischen Euglobulin und Albumin einnimm 
Danach wire es auch verstindlich, daB, falls der oben angenommere 
Parallelismus zwischen den letzteren Eigenschaften und dem Verhalten 
bei der Adsorption-Elution besteht, das Euglobulin die geringsten 
Veriinderungen bei diesem ProzeB erfihrt. In guter Ubereinstimmuny 
mit dieser Annahme stehen nun Befunde von Eisler! iiber die Adsorption 
von Antitoxinen und Agglutininen. Wahrend die ersteren sich nach 
der Reaktion mit Kohle als vollstandig unwirksam erweisen, hatten 
die Agglutinine nach der gleichen Behandlung nichts von ihrem spezifi- 
schen Vermégen eingebiiBt. Unsere Versuchsergebnisse am agglu. 
tinierenden Typhusserum stehen somit in keinem Widerspruch zu 
den an den antitoxinhaltigen Seren gewonnenen Resultaten. Das 
Verhalten der einzelnen Antikérper bei der Adsorption scheint somit 
weitgehend von den Eigenschaften der SerumeiweiSfraktion abhangig 
zu sein, die mit ihnen unter normalen Bedingungen die gleichen 
Fallungsgrenzen aufweisen. 


Was aber nun die Beziehungen der Immunkérper zu den Proteinen 
anbelangt, so lassen sich auf Grund unserer Ergebnisse die folgenden 
Aussagen machen: Aus den Elektrodialyseversuchen an Immunseren 
geht hervor, dafB dem Schwinden der Antikérper in der Lésung eine 
Abnahme der Globuline parallel geht. Kompletter, irreversibler Verlust 
der Wasserléslichkeit der betreffenden Fraktion erfolgt ohne nennens- 
werten Verlust an Immunkérpern. Eine Veranderung der Salzfallbar- 
keit des Proteins zieht auch eine solche des Immunkérpers nach sich. 
Deuten nun alle diese Erscheinungen auf innige Beziehungen der [mmun- 
koérper zu gewissen Proteinen hin, so wird dieser Eindruck durch die 
Ergebnisse der Adsorptions- und Elutionsversuche noch verstarkt. 
Diese gerade fiir die Fermentreinigung so geeigneten Verfahren ver- 
mochten nicht bei Antitoxinen nur im entferntesten vergleichbare 
Resultate zu liefern. Es konnte vielmehr wahrscheinlich gemacht 
werden, daB eine solche vereinzelte Angabe der Literatur auf einem 
Irrtum beruht. Wir haben keine Anhaltspunkte fiir die Annahme 
gefunden, daB die Immunkérper an die Proteine adsorbiert werden. 
hingegen zeigen kénnen, dab ein weitgehender Parallelismus zwischen 
dem Verhalten der Antikérper und der Proteine besteht. Das Ver- 
halten der Agglutinine, welche jedoch auf eine weit geringere Eiweil- 
fraktion als mit den tiblichen Aussalzungsverfahren eingeengt werden 
konnten, scheint darauf hinzuweisen, daB manche Antikérper nur 
einem Bruchteil der bislang als mehr oder minder einheitlich aufgefaBten 
EiweiBfraktion anhaften bzw. mit derselben identisch sind. Die hier 


1 M. Eisler, diese Zeitschr. 185, 416, 1923; 150, 350, 1924. 
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festgestellten Unterschiede, welche sich bei der Konzentrierung der 
einzelnen Immunkérpern bemerkbar machen, kénnen aber méglicher- 
weise darauf zuriickzufiihren sein, daB das geiibte Darstellungsverfahren 
gemiB dem oben beschriebenen Verhalten der einzelnen Serumeiweil- 
korper nur fiir die der Euglobulinfraktion vorwiegend angehérigen 
Antikérper geeignet erscheint. Zur Beantwortung dieser in theoretisch 
und praktischer Richtung gleich wichtigen Frage sollen die Versuche 
in verschiedenen Richtungen fortgesetzt werden. 


Zusammenfassung. 


1. In der vorliegenden Untersuchung wird versucht, mittels ver- 
schiedener, eiweiBdenaturierender Verfahren in Immunseris eine 
Trennung der einzelnen Serumeiweibfraktionen und damit eine Kon- 
zentrierung der wirksamen Bestandteile zu erzielen. 


2. Durch Anwendung der Elektrodialyse unter wiederholten 
Salzzusittzen konnten aus typhusbazillenagglutinierendem Serum die 
gesamten antikérperhaltigen Bestandteile ausgefallt werden, die nach 
Lésung in Neutralsalz sich in ihrer Wirksamkeit als unverindert er- 
wiesen. Der EiweiSgehalt einer solchen Lésung entsprach demjenigen 
der Am, SO,-Halbsattigungsfraktion. 


3. Es wird ein Verfahren beschrieben, mit dessen Hilfe es gelingt, 
die wirksamen Bestandteile aus typhusbazillenagglutinierendem Pferde- 
serum, himantitoxischen Seren von Pferd, Kaninchen, Ziege und 
diphtherieantitoxischem Pferdeserum an einen in der Lésung zum 
Entstehen gebrachten Al(OH),-Niederschlag zu adsorbieren und durch 
nachfolgende Behandlung mit verschiedenen Reagenzien zur Elution 
zu bringen. 


4. Durch wiederholte Anwendung dieses Verfahrens gelingt es, 
den EiweiBgehalt des agglutinierenden Serums auf etwa den sechsten 
Teil des urspriinglichen Wertes zu bringen, wobei der gréBte Teil der 
Agglutinine erhalten bleibt. 


5. Hingegen konnte in den antitoxischen Seren bei der nur einmal 
méglichen Adsorption und Elution nur die Eliminierung einer Eiweil- 
menge erzielt werden, die derjenigen des Albumins im urspriinglichen 
Serum entspricht. 


6. An Hand der Ergebnisse von Kontrollversuchen an normalen, 
elektrolytfreien EiweiSfraktionen wird auf den auffalligen Parallelismus 
hingewiesen, welcher zwischen dem Verhalten der Immunkérper und 
demjenigen jener EiweiBfraktionen besteht, die im genuinen Serum 
mit dem ersteren gemeinsame Aussalzungsbedingungen aufweisen. 











Serum-Endkonzentration in allen Versuchen 0,1. 





Versuchsbeispiele. 


Tabelle I. 





M. Eisler u. M. Spiegel-Adolf : 


Agglutiniert in der Ver. 


diimnung 1: 16000 komplett. 





AICl3- * 
Endnormalitat AbguB 

0,02 1: 8000 partiell 
1: 16000 6 

0,04 1: 1609 fast komplett 
1: 3209 Spur 

0.06 1: 1609 fast komplett 
1: 3200 Spur 

01 1: 1600 fast komplett 
1: 3200 stark 

02 l 200 partiell 
1 400 Spur 
1 800 fraglich 


* Die vom Niederschlag abzentrifugierte Flissigkeit. 


Tabelle II. 


Eluat 


1: 8000 partiell 
1: 16000 Spur 


: 8000 komplett 
: 16000 partiell 


1 

1 

1: 8000 komplett 
1: 16000 partiell 
1: 8000 komplett 
1: 16000 stark 

1 


: 2000 fraglich 





“Art und Konzentration 
des Immunserums 


Hamantitox. Serum. 
(0,003 cem neutral. 1 Toxin- 
dosis) 
Endkonzentration 0,1 


Dasselbe. 
Endkonzentration 0,3 


Diphtherieantitox. Serum. 
dkonzentration 0,16 


Dasselbe. 
Endkonzentration 0,4 


0,003 cem des hamantitoxischen Serums neutralisiert 


Abgu 


0,004 cem partiell 
0,003, ungeldst 


4 


etwa '/y Antitoxin- 


gehalt 


Tabelle 111. 


Eluat 


0,0025 cem Spur gelést 
0,005 ., 6 


0,004, 
0,008 


ganz gelost 
fast komplett 


1 Toxindosis. 





Elutionsmittel AbguB 
0,01 com NaOH 0,01 cem starke Lyse 
0,025 , ungelést 
0.01 ., Na-Citrat 0,01, starke Lyse 
0,025 , ungelést 
001 , NH; 0,05—0,003 komplette 


Lyse 


Eluat 
0,0025 cem Spur partiell 
0005 ., 4 
0,0025 , geringe Spur 
0,005 ganz ungelést 
0,003 . Lyse 
0,005 Spur Lyse 
0.01 » Uungeldst 








bt 
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Tabelle IV. 





Alter . Neutralisier. 
ies Serums Tierart Dosis 
2%) Jahre Pferd 0,004 
bis 
0,005 cem 
Cle 2 Kaninchen 0,003 
0 ™ Ziege 0,005 


AbguB 


0,01 cem fast kompl. 
0,02 . Spur gelost 


0,05—0,008 eem 
komplette Lyse 


0,004—0,005 eem 
alle wie Kontrolle 
ungelost 


Tabelle V. 


Eluat 


0,02 cem partiell 
0,05 . vollstandige 
Hemmung 


0,003 . starke Lyse 
0,005 , Spur Lyse 
001 . angelist 


0,005, nach 'y Std 
ungelést, nach 6 Std. bei 
Zimmertem peratur 
partiell gelost 





Ziegenserum, 0,005 cem 0,004—0,005 cem alle 
hemmen Lyse auch nach wie Kontrolle gelost 


mehreren Stunden 


AbguB 


Ziegenserum, 0,0005 cem 0,001 cem geringe Spur 


hemmen 


Losung 


Dasselbe nach Aronson 0,001 cem partiell geldst 


behandelt 0,002 


. ungeldst 


Eluat 


0,005 cem nach '/, Std. un- 
gelist, nach 6 Std. partielle 


Lyse 
0,001 cem geringe Spur 
Losung 


0,004 cem noch keine 
Hemmung 
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Zur Methodik der Untersuchung und Identifizierung 
von Fetten und Fettgemischen. 


Il. Mitteilung: 
Triibungspunkt und Erstarrungskurven. 


Von 
B. Lustig und G., Botstiber. 
(Aus dem chemischen Laboratorium der Rudolfstiftung, Wien, III.) 


(Eingegangen am 26. September 1928.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Bei Beobachtung des Erstarrungsvorganges geschmolzener Fette 
konnten wir aus der Art des Erstarrens wie auch durch genaue Beob- 
achtung der Temperatur, bei welcher dasselbe stattfindet, weitere 
charakteristische Unterschiede bei Fetten und Fettgemischen finden. 
Die Temperatur, bei welcher geschmolzenes Fett sich triibt, ist meist 
mit dem Erstarrungspunkt nicht identisch und fiir jedes Fett unter 
gleichbleibenden aiuBeren Bedingungen konstant. Als Triibungspunkt 
wurde von uns jene Temperatur angenommen, bei welcher die vom 
Boden aufsteigende Triibung die Mitte der Quecksilberkugel des 
Thermometers erreichte. Die verwendete Apparatur war folgende: 
eine diinnwandige Eprouvette von 20mm Durchmesser wurde mit 
Hilfe einer Korkscheibe in einer Eprouvette von 40 mm Durchmesser 
befestigt. In die innere Eprouvette wurden 15 g Fett eingewogen und 
10 bis 12°C iiber den Schmelzpunkt des Fettes erhitzt. Durch die 
Doppelwand war eine gleichmaBige Abkiihlung gewahrleistet. In das 
geschmolzene Fett wurde ein Thermometer mit '/,,°-Teilung ein- 
getaucht. Die ganze Apparatur befand sich in-einem NiveaugefaB. 
welches durch flieBendes Wasser auf einer Temperatur von 12 bis 14° 
konstant gehalten wurde. Die gefundenen Werte sind in der Tabelle | 
vereinigt. 
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Tabelle 1. 





Fettart Trubungspunkt 
Kakaoprebbutter . . i ih tee asta 21,8° 
Kakaobutter aus Abfallen Pe Fra 2. 21,2 


Kakaoschalenbutter - - - - - - . _| kein klarer 
| Tribungspunkt 


Palmkernfett (ungehartet) . ; _ s : 21,1° 
Kokosspeisefett (gehirtet) . : OF i ee 19,3 
ES ee ae oe ee 24,2 
Kokosfett (gehartet) 25%, Eahengeeootier 75% 22,8 
Tran (gehartet, Margarit) . tee F Saas ; 31,7 
Tran 25%, KakaopreBbutter 75°, . . . . 24.65 
Talg, prima —- re ee a ag Eee ee 36,95 
Pflanzenfett (Kern: al Slovo ie ie ee ke ae ; 26,6 
~ (Kokola) ..... a 2 26.5 

elt: we: OO B Gd. 6 tow 26,4 

(holl. raff. D. O. BL IL). _ 26,9 


Die angegebenen Zahlen sind Mittelwerte aus zehn bis zwolf Be- 
stimmungen. Die gefundenen Abweichungen waren in keinem Falle 
grOBer als 0,2°C. 


Die Temperaturainderungen beim Erstarrungsvorgang eines ge- 
schmolzenen Fettes im Verhaltnis zur Zeit sind fiir jedes einzelne 
Fett charakteristisch. Der Temperaturabfall eines Fettes erreicht ein 
Temperaturminimum an der Stelle, bei welcher die Verfestigung des 
Fettes gegeniiber der Uberschmelzung iiberwiegt. An dieser Stelle 
beginnt ein Temperaturanstieg bis zu einem Maximum. Auffallend 
ist die Tatsache, daB der Triibungspunkt in den meisten Fallen (so 
z. B. bei Kakaobutter) nicht mit dem Temperaturminimum identisch 
gefunden wurde. Bei gleichbleibenden aiuBeren Bedingungen ist die 
Differenz zwischen dem Temperaturminimum und -maximum fiir 
jedes einzelne Fett gleichbleibend, charakteristisch und tritt im gleichen 
Temperaturintervall ein, was auch Th. Meyer' bei der Beobachtung 
verschiedener Margarinesorten fand. Doch bringt die Art der Be- 
handlung des geschmolzenen Fettes nach Meyer (blobes Einstellen des 
Becherglases in kaltes Wasser und Mischen mit dem Thermometer) eine 
ungleichmaBige Abkiihlung mit sich. Eine bessere Anordnung zeigt 
die Arbeit von M. Pichard® durch Verwendung eines doppelwandigen 
GlasgefiBes, bestehend aus zwei Zylindern, zwischen denen die 
Laboratoriumsluft von 10°C frei zirkuliert. Anderungen der AuBen- 
temperatur bedingen aber zugleich Anderungen des Temperatur- 
abfalls. Seine Versuche zeigen, da®B nicht nur die Differenz zwischen 
Maximum und Minimum, sondern auch die Art des Temperaturabfalls 


1 
2 


Zeitschr. f. Nahrungs- u. GenuBm. 52, 461, 1927. 
C. r. 176, 1224, 1923. 
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(graphisch als Zeit—Temperaturkurve dargestellt) fiir jedes Fett chara. 
teristisch ist, und daB das gleiche Fett, jedoch verschiedener Herkuw/ 
und verschiedener Starke der Pressung oder Extraktion, gleiche r- 
starrungskurven zeigen. Gemische von Fetten ergaben Kurven, «ic 
zwischen denen der Komponenten liegen, je nach dem Prozentgehalt 
nach der einen oder anderen Seite verschoben. Um die Brauchbarkeit 
der Methode zu erhéhen und ihre Fehlerquellen auszuschalten, ver 

suchten wir durch Modifizierung der Versuchsanordnung gleichmiBige 
Werte bei auch verschiedenen Lufttemperaturen zu erreichen. Wir 
wahlten folgende Versuchsanordnung. In einem etwa 60 mm weiten 
Becherglas (300 com) wurde mittels Korkringes ein zylindrisches Glas- 
gefaB mit flachem Boden von 40 mm Durchmesser und 250 mm Lange 
befestigt. Dieses wurde mittels eines durchbohrten Korkes verschlosse 

durch den ein '/,,°-Thermometer in das geschmolzene Fett tauchte 
Die Menge des Fettes bei jeder Untersuchung betrug 35g. Das ver 

wendete Fett wurde héchstens 15 bis 20° iiber seinen Schmelzpunkt 
erhitzt. Steigerungen der Fettmenge (bis 50 g) veranderten die Resultate 
nicht, wohl aber Verminderungen von mehr als 5 g. Die ganze Apparatur 
befand sich in einem GlasniveaugefaB, welches konstant auf 12 bis 14° ( 
gehalten wurde. Die Temperaturablesung geschah von 5 zu 5 Minuten 
Nach der ersten Bodentriibung wurde durch einige Zeit von Minute zu 
Minute abgelesen, um das genaue Temperaturminimum festzustellen. 
Das Temperaturmaximum bleibt einige Minuten konstant. 

Um die Fehlerbreite unserer Methode kennenzulernen, schien es 
uns richtig, ein gleiches Fett, jedoch verschiedener Herkunft, gleicher 
und verschiedener Gewinnungsart, sowie seine Abarten genau zu unter- 
suchen. (Bei dieser Gelegenheit gestatten wir uns, dem Verband deutscher 
Schokoladefabrikanten, sowie den Firmen Kunerol A.-G., Atzgersdorf, 
und Marsano, Wien, fiir die freundliche Uberlassung reiner Fette unseren 
Dank auszusprechen. ) 

Als solches Fettobjekt verwendeten wir Kakaobutter. Es wurden 
zwei Proben gepreBter Kakaobutter verschiedener Herkunft (Tabelle 11), 
eine extrahierte Kakaobutter (Tabelle III), eine Kakaobutter, Handels- 
ware, bestehend aus extrahierter Butter und PreBbutter (Tabelle IV), 
ein aus Kakaoschalen gewonnenes Fett (Tabelle V), sowie eine aus 
Kakaoabfillen (Bruch und Kakaokeime) erzeugte Butter (Tabelle V1) 
untersucht. Die Tabelle II bis VI sind in der Abb. 1, die Tabellen II 
und VI in der Abb. 2 graphisch dargestellt. Genauer als die graphische 
Darstellung ist die Beobachtung der Temperaturdifferenzen in gleichen 
Zeitabschnitten (von 10 zu 10 Minuten) im gleichen Temperatur- 
intervall. Aus den Tabellen a ist der vollstandige Verlauf eines Ver- 
suches mit der jeweiligen Fettart zu ersehen; die Tabellen b geben 
das Temperaturminimum und -maximum, sowie die Differenzen der 
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Parallelversuche mit der gleichen Fettsorte. Die Parallelversuche 
wurden immer mit frischer Substanz ausgefiihrt. Die in der Rubrik A 
angegebenen Zahlen sind die 5-Minuten-Ablesungen in 1/,e0° C, eine 
etwaige dazwischen stehende eingeklammerte Zahl das zwischen zwei 
Ablesungen liegende Minimum oder Maximum. Die Rubrik B enthiilt 
die Temperaturdifferenzen von 10 zu 10 Minuten, wobei die + - Zeichen 
das Ansteigen der Temperatur in '/,99° nach dem Temperaturminimum 
angeben. 


Tabelle Ila. 





KakaopreBbutter. 

A B A B A B 
45,00° 19,26° ‘ 23,52° 
38,94 (19,20) 23,34 26 
34,08 1092 19,30 32 + 10 23,10 
30,35 20,10 22,90 34 
27,49 668 21,34 + 204 22,69 
24,80 22,48 22,48 42 
23,02 438 23,28 + 184 22,27 
21,82 23,80 22,00 48 
21,20 182 24.00 + 72 21,76 
20,78 24,00 21,54 46 
20,34 86 23,90 10 21,27 
19,92 23,80 21,03 51 
19,52 82 23,70 20 








Tabelle IIb. 





KakaopreBbutter. 

—— a Differenz 
19,20° 24,00° 4,80° 
19,38 24,03 4,65 
19,05 23,95 4,90 
18,98 23,93 4,94 
19,25 24,10 4,85 
19,07 23,85 4,78 
18,95 23,85 4,90 
19,15 23,80 4,65 
19,05 24,00 4,95 

Durchschnittswerte : 
19,12 23,95 4,85 
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Temperatur- Temperatur 

minimum maximum 
18,80° 23,72° 
18,86 23,66 
18,90 23,80 
18,76 23,72 
18,85 23,70 

Mittelwerte : 


18,84 23,76 








Differenz 


80 
90 


otal 


: 


4,88 


dO B. Lustig u. G. Botstiber: 
Tabelle IIIa. Extrahierte Kakaobutter. 
A B A B A B 
35,20° 18,72° 22,76° + 169 
; 30.90 18,43 39 22'96 
27,30 790 18,22 22,96 + 2 
24,52 18,14 29 22,70 
22,38 492 18,30 22,53 33 
20,60 18,95 + 81 22,28 
19,56 282 20,00 22,05 28 
k 19,24 21,07 + 112 
: 19,02 54 22,10 
Tabelle 1J1b. Extrahierte Kakaobutter. 
T J Ti . * 
— eapersur | iene 
18,14° 22,96° 4,82° 
18,40 23,23 4,83 
18,30 22.98 4.68 
18,28 22.98 4,70 
18,35 23,23 4.88 
Mittelwerte : 
18,29 23,07 4.78 
Tabelle 1Va. KakaopreBbutter mit extrahierter vermengt. 
A B A B A B 
39,74° 19,40° 59 23,61° + 118 
34,05 19,08 23,72 
30,68 9,07 18,86 54 23,72 + Ill 
27,50 18,80 23,62 
24,10 5,78 19,10 6 + 30 23,46 26 
22.80 19,80 23,26 
21,20 3,70 20,54 + 144 23,10 36 
20,15 21,56 22.71 
19,99 1,21 22,48 + 184 22.50 60 
19,72 23,18 22,20 


Tabelle IVb. KakaopreBbutter mit extrahierter vermengt. 
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Tabelle Va. 
Kakaobutter aus Abfallen. 

A B A B A B 
42,90° 18,24° 20,37° 39 
37,12 17,95 65 20,45 
32,65 1025 17,73 20,47 + 10 
29,2 17,47 48 20,49 
26,63 602 17,30 20,56 + 9 
24.60 17,20 27 20,63 
22,98 365 17,22 20,63 + 7 
21,88 17,40 + 20 20,60 
21,17 181 17,77 20,55 S 
20.75 18,22 + 82 20,46 
20,25 92 18,70 20,26 29 
19,85 19,20 + 98 20,06 
19,42 83 19,62 19,90 36 
19,00 19,92 + 72 19,76 
18,60 82 20,20 

Tabelle V b. 
Kakaobutter aus Abfallen. 
Te : T . 
my — Diteren 
17,20° 20,63° 8,43° 
16,98 20,23 3,25 
17,15 20,30 3,15 
17,10 20,35 3,25 
17,20 20,45 3,25 
Mittelwerte : 
17,13 20,39 3,26 
Tabelle Via. 
Kakaoschalenbutter. 

A B A B A B 
42,54° 18,70° 18,80° + 77 
36,84 18,35 25 19,05 
32,68 9,86 17,82 19,18 38 
29,38 17,60 85 19,22 
26,88 5,80 17,42 19,28 + 10 
24,10 17,20 40 19,20 
23,68 3,20 17,10 19,18 10 
22,92 16,98 22 19,08 
22,46 1,22 16,99 18,92 16 
22,04 16,88 10 18,80 
21,60 86 16,94 18,65 17 
21,28 17,10 + 22 18,54 
20,90 70 17,30 18,28 37 
20,40 17,50 + 40 18,10 
19,99 91 17,72 17,90 38 
19,73 18,03 + 58 
19,60 39 18,40 
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Tabelle Vib. Kakaoschalenbutter. 





T : Temperature 
— —~ ny Differenz 

16,88° 19,28° 

17.26 19.50 of 
17,08 19,70 2'62 
16,95 19,49 9 45 
16,85 19,30 oa 

Mittelwerte : 
17,00 19.43 2.45 
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Abb. 1. If Kakaoprefbutter. III Extrah. Kakaobutter. IV KakaoprefSbutter mit extrah. vermengt. 
V Kakaobutter aus Abfillen. VI Kakaoschalenbutter. 

Die Versuche ergaben, daB KakaopreBbbutter verschiedener Her- 
kunft und aus Bohnen extrahierte Kakaobutter gleiche Differenzen 
zwischen dem Temperaturminimum und -maximum sowie sehr ahnlichen 
Kurvenverlauf zeigen (Abb. 1). Grob dagegen ist der Unterschied 
gegeniiber den aus Kakaoschalen und Abfallen (Keimen) gewonnenen 
Fetten, was durch Unterschiede in ihrer chemischen Zusammensetzung 
erklart werden kann; so z. B. haben nach H. Finke! Kakaoschalenfette 
einen Sauregrad von 35 bis 107, Jodzahl 42 bis 55, Refraktionszahl 54 
bis 64 bei 40°C, aus Kakaokeimen gewonnenes Fett einen Sauregrad 
von 34 bis 69, Jodzahl 52 bis 70, Refraktionszahl 54 bis 66, Verseifungs- 
zahl 178 bis 180. Bei reiner KakaopreBbutter sind die entsprechenden 
Zahlen: Sauregrad 3 bis 4, Jodzahl 33 bis 38*. Refraktionszahl* 46 
bis 47, Verseifungszah] 192 bis 202*. 


' H. Finke, Zeitschr. f. Nahrungs- u. Genufim. 50, 205, 1925. 
* Codex alimentar. austriac. I, S. 288. 
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Um die Verwendbarkeit der Methodik zum Nachweis von Ver- 
filschungen sowie zur Identifizierung von Fettgemischen zu kon 
trollieren, wurden Gemische von KakaopreBbutter und Kakaoschalen- 
butter untersucht, und zwar Gemische von 


50 °° Kakaoschalenbutter. Tabelle VII. 


50 % KakaopreSbutter 5 
15 %G 9 25 % - » wean 
$7,5% * 12,5% - - IX. 


Die Tabellen sind in Abb. 2 graphisch dargestellt. 








Abb. 2. 


— !! KakaopreSbutter. VII 50°/9 KakaoprefSbutter — 50°/) Kakaoschalenbutter. VIII 75°/9 Kakao- 
nengt. 


preSbutter — 25°/,) Kakaoschalenbutter. IX 87,5°/) KakaopreSbutter — 12,5°/, Kakaoschalen- 
butter. VI Kakaoschalenbutter. 


Tabelle Vila. 





50%, KakaopreBbutter. 50°, Kakaoschalenbutter. 

A B A B A B 
43,70° 18,80° 70 19,96° + 96 
38,08 18,48 20,36 
33,60 10,10 18,23 57 20,68 + 72 
29,80 18,10 20,90 
26,80 6,80 18,00 23 21,00 + 32 
24.80 17,90 21,08 
22,98 3,82 17,88 12 21,09 + 9 
21,55 17,88 21,09 
21,00 1,98 17,98 +10 21,02 7 
20,85 18.13 20:90 
20,52 48 18,36 + 38 20,82 2n 
19,93 18,61 20,70 
19,50 1.02 19,00 + 64 
19,08 19.48 












































4 B. Lustig u. G. Botstiber: 
Tabelle VIIb. 
Ti . Ti . : 

—— ——¥ Ditleren 
17,88° 21,09° 3,21° 
18,52 21,34 2,82 
18,15 21,25 3,10 
17,95 21,10 3,15 
18,05 21,00 2.95 

Mittelwerte : 
18,11 21,16 3,04 
Tabelle Villa. 25°, Kakaoschalenbutter. 75°, PreBbutter. 

A B A B A B 
45,70° 18,78° 20,78° + 138 
39,52 18,46 70 21,28 
34,30 11,40 18,20 21,51 73 
30,30 17,99 47 21,64 
27,22 7,08 17,90 21.69 18 
24.60 17,88 12 21,60 
22.48 4,74 17.97 21,42 27 
20,54 18,27 39 21,29 
19,74 2.74 18,74 20,90 52 
19,56 19,40 + 113 20,75 
19,16 58 20,20 19,80 1.1 

Tabelle VIITb. 
T . Te . 
pa +. say a Differenz 
17,88° 21,68° 3,80° 
18,11 22.00 3,89 
18,22 22.95 3,73 
17,95 21,90 3,95 
18.95 21,75 3,70 
Mittelwerte : 
18,04 21,88 3,81 
Tabelle 1X a. 12,5°, Kakaoschalenbutter. 87,5° PreBbutter. 

A R \ B A B 
42,50° 19,21° 21,78° + 136 
37,20 19,19 16 22,23 
32,95 10,55 18,76 22,32 + 54 
29,58 18,55 54 22.53 
26,65 6,30 18,42 22.63 31 
22.55 18,40 15 22.65 
20,95 5,70 18,55 22,58 + 2--7 
19,73 18,98 58 22.38 
19,16 179 19,64 22,16 42 
19,27 20,42 144 22.00 
19,35 19 21,19 
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Tabelle IX b. 
T . on : : 
=e Tagen Dien 
18,4(0° 22.65° 425° 
18,30 22.55 4,25 
18,25 22.35 4,10 
18.50 22.70 4,20 
18,30 22,44 4.15 
Mittelwerte : 
18,35 22.54 4,19 


Diese Versuche (Tabellen VII bis IX) ergeben Kurven und Differenz- 
zahlen, die zwischen denen der beiden Fette liegen (Tabellen I und V1) 
und je nach dem Verhaltnis der beiden Komponenten nach der einen 
oder anderen Seite verschoben sind. 

Auffallig bei diesen Tabellen ist die Tatsache, daB das Abfallen 
der Temperatur zwischen 18 bis 20° eine plétzliche Hemmung, dann 
wieder ein rascheres Ansteigen der Temperatur zeigt, was wahrscheinlich 
auf das Erstarren eines bestimmten Bestandteils zuriickxufiihren ist. 

Da die bisherigen Versuche sowohl die Verwendbarkeit der Methodik 
als auch ihre Anwendbarkeit auf Fettgemische (bei Verfalschungen) 
erwiesen hatten, gingen wir an die Untersuchung einzelrer Tier-, 
Pflanzen- und geharteter Fette, sowie mancher Sorten von Pflanzen- 
buttern. Untersucht wurden Talg (prima), Tabelle X, geharteter Tran 
(Margarit), Tabelle XI, Kokosspeisefett (nicht gehartet), Tabelle X11, 
Palmkernfett (nicht gehartet), Tabelle XIII, Kokosfett (gehartet), 
Tabelle XIV, Pflanzenfett ,,Kokola“, Tabelle XV, Pflanzenfett 
..Kernal*, Tabelle XVI, sowie die hollandischen raffinierten Pflanzen- 
fette D.O. B. I und D.O. B. Il, Tabellen XVIT und XVIII. Die 
graphische Darstellung der Tabellen X bis XIV ist in der Abb. 3 
der Tabellen XV bis XVIII in der Abb. 4 enthalten. 

Die Versuche zeigen, daB durch Beobachtung des Verhaltnisses 
zwischen Temperatur und Zeit beim Erstarrungsvorgang Identifizierung 
von Fetten und Fettgemischen méglich ist, wobei auch die Art kleiner 
Beimengungen in vielen Fallen bestimmt werden kann, da schon ver- 
haltnismaBig geringe Mengen fremden Fettes geniigend grobe Diffe- 
renzen des Kurvenverlaufs bedingen. Geringer Feuchtigkeitsgehalt 
des verwendeten Fettes verindert den Kurvenverlauf nicht, wohl 
aber Reste eines verwendeten Lésungsmittels, so daB bei der Unter- 
suchung von Fettprodukten als Extraktionsmittel nur Stoffe wie Petrol- 
iither, Siedepunkt 40°C, oder Ather in Betracht kommen, da diese 
Lésungsmittel beim Erhitzen auf 60°C im Vakuum (1 Stunde) voll- 
kommen fliichtig sind. 
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Tabelle X a. 





Talg (prima). 



































A ik A K A B 
45,60° 38,70° 30,55° 400) 
41,48 38,07 +68 — 63 28,22 
89,15 645 36,50 27,29 326 
36 34 34,55 352 25,05 
38,02 281 + 168 33,54 

Tabelle Xb. Talg (prima). 

T . T . : 
ny ~ J Diteren 
36,34° 38,70° 2,36° 
36,57 38,82 2,25 
36,64 88,85 2,21 
36,68 38,68 2.30 
36,46 38,85 2,39 
Mittelwerte : 

36,48 38,78 2,30 
Tabelle XIla. Geharteter Tran (Margarit). 

A B A B A B 
42,50° (29,45°) 30,35° 
38,10 29,58 23—13 29,40 175 
33,68 872 30,22 28.50 
30,70 81,12 154 27,75 165 
29,78 390 31,48 26,68 
29.47 81,45 36—3 25,80 195 

Tabelle XIb. Geharteter Tran. 
T . " Be , . BS ; . s 

> ney nana Differenz 
29,45° 31,48° 2,03° 
29,72 31,50 1,78 
29,65 31,68 2,03 
29,86 31,62 1,76 
29,78 31,63 1,85 

Mittelwerte : 

29,71 31,58 | 1,89 

Tabelle XIIa. Kokosspeisefett (ungehartet ). 

A B A B A B 
46,90° 20,66° 286 21,42° 
40,05 19,69 21,42 +4 
34,75 1215 (19,25) 21,32 
30,70 19,30 141+-5 21,18 24 
27,85 690 19,63 21,06 
25,50 20,40 + 110 20,88 30 
23,52 433 21,06 20,72 
21,98 21,38 + 98 20,53 85 
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Kokosspeisefett (ungehiartet ). 


Tabelle XI1b. 




















T . T . 

— men — Diteren 
19,25° 21,42” 2,17° 
19,25 21,47 2,22 
19,15 21.50 2.35 
19,30 21,52 2,22 
19,20 21,25 2.05 

Mittelwerte : 
19.25 21,43 2,20 
Tabelle XI1J a. 
Palmkernfett. 

A B A BR A kK 
42,40° 21,08" 23,40° 34 
86,93 21,73 120 + 65 23,24 
32,60 980 22,92 23,12 Ls) 
29,12 23,60 + 187 23,00 
26,40 620 23,78 22.80 32 
24,12 23,74 + 18—4 22,50 
22.28 412 23,58 22.30 1) 

Tabelle X IIIb. 
Palmkernfett. 

T ture Ti ture . 
ee —y Dierens 
21,98° 23,78° 2,70° 
20,90 23,70 2.80 
20.95 23,77 2,82 
21,18 23,83 2,65 
21,05 23,75 2.70 
Mittelwerte : 

21,05 23,76 2.73 

Tabelle X1V a. 
Kokosfett (gehartet). 

A B A B A B 
45,10° 23,10° 24,00° 55 
39,19 23,90 30 + 80 23,70 
34,15 1095 24.50 23,40 60 
30,15 24.68 + 78 23,13 
27,40 675 24.61 22 83 63 
24,93 24.55 13 22,56 
23,40 400 24,30 
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Tabelle XIV b. 
Kokosfett (gehartet). 








— — Diferen: 
23,10° 24,68° 1,58° 
23,70 25,05 1,35 
23,40 24,70 1,30 
23,62 25,00 1,38 
23,80 25,05 1,25 


Mittelwerte : 
23,52 24,90 


1,37 





5° =. as. 





Abb. 3. 


X Talg. XI gehirteter Tran. XII Kokosspeisefett ungehirtet. 


XIV Kokosfett gehartet. 


XIII Palmkernfett. 
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Tabelle X Va. 
Pflanzenfett .,.Kokola‘. 
A B A B A B 
45,55° 26,88° 28,00° 
39,20 27,48 70-88 27,87 23 
33,87 1168 28,14 27,68 
30,05 28,25 77 27,51 36 
27,30 657 28,20 27,43 
(26,60) 28,10 15 27,16 BD 
Tabelle X Vb. 
Pflanzenfett ,.Kokola*. 
T ture T ture 
pars women amine Difterenz 
26,60° 28,25° 1,65° 
26,60 28,30 1,70 
26.80 28,42 1,62 
26.85 28,70 1,85 
26,52 28,10 1,58 
Mittelwerte : 
26,65 28,35 1,68 
Tabelle X Via. 
Pflanzenfett .,Kernal. 
A B A B \ B 
49,23° 26,62° 27,40° 
42.80 (26,30) 26,88 65 
37,08 1215 26.40 274 + 10 26,33 
32,60 27,17 25.85 93 
29.04 804 27.58 + 113 
Tabelle X VIb. 
Pflanzenfett ,,Kernal“. 
Temperatur- Temperatur- 
minimum alin Differenz 
26,30 27,53° 1,23° 
25,99 27,35 1,45 
26,15 27,48 1,33 
26,30 27,60 1,40 
26.40 27,85 1,45 
Mittelwerte 
26.21 27.54 1,37 
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Tabelle X Vila. 
D. O. B. I, hollaindisches raffiniertes Pflanzenfett. 








A B 
41,64° 
36,42 
82,12 952 
28,90 
26,70 542 
(26.45) 











a" 


XV Kokola. 


Abb. 4. 


XVI Kernal. XVII D.O.B. I. 


Tabelle X VIIb. 
D. O. B. 1, hollandisches raffiniertes Pflanzenfett. 


A 8 
26,709 
27,00 15 + 55 
27,14 
26,98 +14 —16 
26,73 
26,58 40 








4 K 
26,32° 
26.10 38 
25,91 
25.70 40 


XVIII D. O.B. TI. 





Temperatur- 
minimum 


26,45° 
26,27 
26,52 
26,38 
26,52 


26,43 


Temperatur- 
maximum 
27,14° 
27,10 
27,23 
27,24 
27,18 


Mittelwerte: 
27,18 


Differenz 


0,69° 
0,83 
0,71 
0,86 
0,66 


0,75 





40 
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Tabelle X Villa. 
D. O. B. IT, hollandisches raffiniertes Pflanzenfett. 








A B A B A B 
51,00° 27,92" 27,92° 70 
43,60 28,30 191 + 38 27,68 
39,65 1135 28,60 27,40 52 
33,33 28,62 + 32 27,16 
29.83 982 28,26 26,90 50 





Tabelle X VIIIb. 
Db. O. B. 11, hollandisches raffiniertes Pflanzenfett. 





T . T . | 
= eas Difleren 
27,90° 28,62° 0,70° 
27,82 28,42 0,60 
27,95 28,60 0,65 
27,72 28,42 0,70 
27.80 28,46 0,66 
Mittelwerte : 
27,84 28,50 0,66 


Bei einer allfalligen Anwendung der Methodik auf Ole miiBte an 
Stelle des Wassers von 12 bis 14°C im Niveaugefa8 eine Eiswasser- 
bzw. Kochsalzmischung verwendet werden. 

Zusammenfassend, glauben wir sagen zu kénnen, daB bei An- 
wendung der von uns angegebenen Methoden! Identifizierung von 
Fetten und Fettgemischen méglich ist. Wir empfehlen folgende Ver- 
suchsanordnung. Eine Probe des zu untersuchendén '‘Fettes wird in 
diinner Schicht unter dem Mikroskop sowie unter der Hanauer Analysen- 
lampe unter Anwendung eines gleichbehandelten Vergleichspraparats 
untersucht. Bei vollkommener Ubereinstimmung mit dem Vergleichs- 
fett kommt ein anderes Fett (oder etwa eine Verfalschung) nicht in 
Betracht. Im Falle des Nichtiibereinstimmens mit dem Kontrollfett 
oder im Falle kein Verdacht auf ein bestimmtes Fett vorliegt, wird 
die Erstarrungskurve und der Triibungspunkt ermittelt, nach deren 
Ausfall das Fett identifiziert bzw. mehr oder minder starke Beimengungen 
nachgewiesen werden kénnen. Etwa vorliegendes gehirtetes Fett 
wird nach dem Vorschlag von Griin' mit Hilfe der Jodzahl der festen 
Fettsiuren bestimmt. Weitere Beweise fiir die Identitat liefert die 
Bestimmung der Menge sowie des Schmelzpunkts der festen Fettsauren 


1 B. Lustig und G. Botstiber, diese Zeitschr. 202, 81, 1928. 
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Biochemische Studien iiber das Vorkommen kleiner Mengen 
von Jod und Fluor im Organismus. I. 


Von 


A. Mayrhofer und A. Wasitzky. 
(Aus dem Pharmakognostischen Institut der Universitat in Wien.) 


(Eingegangen am 26. September 1928.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In neuerér Zeit wird dem Problem der biologischen Bedeutung 
der in den Organismen in geringeren Mengen vorhandenen Elemente 
eine gréBere Aufmerksamkeit zugewendet. Besonders Bertrand und 
dessen Mitarbeiter, sowie zahlreiche andere Forscher haben Zink, 
Aluminium, Kupfer und Kobalt bereits seit langerer Zeit als Betatigungs- 
feld  wissenschaftlich-biologischer Forschung gewahlt. So wird auf 
Grund derartiger Untersuchungen dem Zink eine gewisse Rolle bei 
dem Befruchtungsvorgang und bei der Bildung krebsartiger Gewebe 
zugeschrieben. Ein weiteres Beispiel fiir die biologische Wichtigkeit 
der verschiedenen Elemente ist das Aluminium. Nach Stoklasa ist 
es ein wichtiger Bestandteil bei Hygrophyten, sowie bei der Pigment- 
bildung. In die Beihe dieser Elemente gehéren auch Jod und Fluor 
Besonders iiber Jod existiert bereits eine sehr umfangreiche Literatur. 
die allerdings in erster Linie auf rein medizinische Zwecke abzielt. 
unter anderem auf die eventuelle Beteiligung des Jods in der Atiologie 
des endemischen Kropfes und seine therapeutische Wirksamkeit als 
Prophylakticum gegen endemischen Kropf. Was das Jod betrifft, so 
gestatten schon chemische Griinde nicht, nur die absoluten Jodmengen 
fiir den eventuellen Jodanteil in der Kropfatiologie als rein ausschlag- 
gebend zu betrachten. In dieser Beziehung wird man besonders an die 
Wechselwirkung mit Fluor denken miissen, das allgemein in der Natur 
verbreitet und, wie es scheint, in Tier und Pflanze in gréBerer Menge 
als Jod enthalten ist. Da tiberdies neue Untersuchungen ergeben 
haben, da8B geringe Mengen von Fluor einerseits starke physiologische 
Wirkungen ausiiben kénnen (1), andererseits, durch langere Zeit Versuchs 
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tieren einverleibt, zu eigenartigen Krankheitserscheinungen, darunter 
auch zur Kropfbildung fiihren (la), wurde eine Reihe von Unter- 
suchungen in Angriff genommen, in denen das Verhaltnis von Fluor 
und Jod in den Organismen und in weiterer Folge die biochemische 
olle der beiden Elemente studiert werden soll. 


Die erste Mitteilung berichtet iiber die Methoden der Untersuchung, 
mit Hilfe welcher die in Frage kommenden Bestimmungen durch- 
gefihrt werden. Die Problemstellung in den Einzelheiten wird in den 
spateren Mitteilungen bekanntgegeben werden. 


Methodik der Bestimmung kleinster Mengen Jod im organischen Material. 


Jod findet sich in geringen Mengen in fast allen Naturprodukten. 
Chatin, der um die Mitte des vorigen Jahrhunderts die Kropfprophylaxe 
durch Verabreichung kleinster Joddosen empfahl, untersuchte Luft, 
Wasser, Erde sowie Pflanzen und tierische Organe und konnte stets 
Jod nachweisen. 


Chatin (2) ging bei der Untersuchung folgendermaBen vor. Die zu unter- 
suchende Substanz wird mit einer geniigenden Menge Pottasche versetzt 
und verascht. Der Riickstand wird mehrmals mit 90°%,igem Alkohol ver- 
rieben. Dabei nimmt er, wenn geniigend Pottasche zugesetzt wurde, eine 
teigige Beschaffenheit an. Die alkoholische Lésung wird abgegossen, mit 
dem gleichen Volumen Wasser versetzt und in der Platinschale zur Trockne 
verdampft. Der Riickstand wird zur Zerstérung von geringen Mengen noch 
vorhandener organischer Substanz schwach gegliiht. Man wiederholt das 
Auslaugen, Verdampfen und Gliihen so lange, bis ein kaum sichtbarer 
Riickstand hinterbleibt. Dieser wird in einigen Tropfén Wasser gelést 
und die Lésung mit einem Glasstébchen in mehrere Teile geteilt. Man 
priift dann mit Palladiumchloriir und mittels der Jodstarkereaktion auf das 
Vorhandensein von Jod. Die verwendeten Reagenzien: Pottasche, Alkohol 
und destilliertes Wasser werden vor Gebrauch auf Jod gepriift. Diese 
Methode, die im Wesen auch heute noch fast durchweg Anwendung findet, 
zerfallt, wie man sieht, in drei Teile, und zwar: Zerstérung der organischen 
Substanz, Anreicherung von Jod und schlieBlich die Bestimmung von Jod. 
Wir wollen auf diese drei Punkte naher eingehen. 


Die Veraschung (3). 


Bei der Veraschung kénnen Jodverluste einerseits durch Entweichen 
von Jodwasserstoff eintreten, wenn der Probe nicht geniigend Alkali zu- 
gesetzt wurde, andererseits durch Uberhitzung, da das Alkalijodid 
bei Rotglut etwas fliichtig ist. Der Alkaliiiberschu8 darf jedoch nicht 
allzu groB sein, da sonst die Verbrennung erheblich verzégert wird. Am 
besten erhitzt man bis zur vollisténdigen Verkohlung, laugt die Kohle 
mit Wasser aus und verbrennt die Kohle fiir sich. Gelegentlich wird auch 
zur Erleichterung der Verbrennung der Zusatz von oxydierenden Substanzen, 
wie Bariumsuperoxyd usw., empfohlen. McClendon (4) verbrennt die 
Substanzen in einem weiten Quarzrohr, das an einer Seite ausgezogen und 
nach abwarts gebogen ist. Der obere Teil des abgebogenen Rohres ist mit 
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einer bleiernen Kiihischlange umrwickelt. Die NSpitze taucht in eine Vor!» y 
mit Natronlauge. Die Verbrennung erfolgt im Sauerstoffstrom. Der In)}\«); 
der Vorlage und der Riickstand werden auf Jod untersucht. Da bei diese; 
Methode, wie Fellenberg (5) angibt, hiufig ein Bruch des Rohres eint rit; 
und auBerdem das Uberdestillieren von teerigen Produkten schwer 2) 
vermeiden ist, haben wir diese Methode nicht iiberpriift. Die trocken 
Veraschung ist trotz ihrer umstandlichen und zeitraubenden Durchfiihruny 
allgemein in Verwendung, da man fiir die Bestimmung kleinster Jodmenyen 
genétigt ist, sehr groBe Mengen von Versuchsmaterial zu veraschen. Be 
ziiglich der nassen Veraschung sind zu erwaihnen die Verfahren von Rup) 
und Lehmann (6) und von Tarugi (7). Rupp und Lehmann zerstéren dix 
organischen Substanzen durch Oxydation mit Kaliumpermanganat uni 
Schwefelséiure unter Zusatz einer bekannten Menge von _ Silbernitrat. 
Dabei werden Chlor und Brom in elementarer Form ausgetrieben, wahren« 
das Jod als Silberjodat zuriickbleibt. Dieses wird mit Ferrosulfat zu Silbe 
jodid reduziert und nun der UberschuB von Silbernitrat mit Rhodanammon 
zuriicktitriert. Tarugi erhitzt die Substanz in einer tubulierten Retort: 
mit Schwefelsiure und leitet einen Chlorstrom durch. Das entstehende 
Chlorjod destilliert tiber und wird in einer eisgekiihlten Vorlage in destilliertem 
Wasser aufgefarigen. Die Zerstérung der organischen Substanzen mit 
Perhydrol und Schwefelséure wurde von Pfeiffer (8) fiir jodreiche Organe 
angegeben, das Verfahren von Mandel und Neuberg (8a) mit Perhydrol bei 
Gegenwart von Ejisensalzen dient zur Veraschung kleinerer Substanz- 
mengen. 


Die Anreicherung von Jod. 


Die Jodide der Alkalien und Erdalkalien sind im Gegensatz zu den 
meisten anorganischen Salzen in Alkohol leicht léslich. Durch mehrmaliges 
Ausziehen der Asche mit 90°%,igem Alkohol gelingt es, alles Jodid heraus- 
zulésen. Dabei muB8 die Asche infolge Wasseraufnahme teigige Beschaffen- 
heit annehmen. Ist dies nicht der Fall, so wurde zu wenig Pottasche zu- 
gesetzt, und es ist mit einem Jodverlust beim Veraschen zu rechnen (9). 


Die Bestimmung von kleinsten Mengen Jod. 


Zur Bestimmung kleinster Jodmengen finden hauptséchlich das maB- 
analytische Jodatverfahren und das kolorimetrische Verfahren Anwendung. 
Gravimetrische Verfahren, wie die Bestimmung als Silberjodid (10) oder 
als Palladiumjodiir (11) kénnen hier wegen der Kleinheit der zur Analyse 
kommenden Jodmengen nicht durchgefiihrt werden. Der GroBteil der 
Untersucher wendet die Titration als Jodat bei Gegenwart von Jodid an. 
Diese beruht auf der Oxydation von Jodion zu Jodation mittels Kalium- 
permanganat (12), Chlor (13) oder Bromwasser (14). Nach der Oxydation 
wird der Uberschu8 des Oxydationsmittels entfernt, und zwar bei Kalium- 

permanganat durch Reduktion mit Alkohol, bei Chlor und Brom durch 
Wegkochen oder durch Fallung als Tribromphenol oder Tribromsalicylsaure. 
Die entstandene Jodséure wird mit Kaliumjodid versetzt und angeséuert. 
Durch gegenseitige Oxydation und Reduktion wird Jod frei, welches mit 
n/100 bis n/500 Natriumthiosulfatlésung und Starke als Indikator titriert 
wird. Mit diesem Verfahren lassen sich bei Anwendung kleinster Volumina 
noch einige tausendstel Milligramme Jod mit einem Durchschnittsfehle: 
von 5 bis 10% bestimmen, da dabei die sechsfache Menge an Jod titriert 
wird. Auf Grund eigener Erfahrungen bevorzugen wir Bromwasser zur 
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Oxvdation, denn bei Leerversuchen mit Chlorwasser fanden wir, daB sich 
dieses mitunter nicht vollstandig wegkochen l48t, wihrend Bromwasser 
ivielleicht wegen der geringeren Wasserléslichkeit des Brom) stets quantitativ 
entfernt werden konnte. Zum selben Ergebnis kamen J. Leitch und 
|. Me Askill Henderson (15). Eine andere Mikrotitration von groBer 
Bmpfindlichkeit, die auf der Bildung von Jodeyan beruht, wurde von 
Kolthoff (16) angegeben. Kolthoff bestimmt damit bis zu 0,1 mg Jod in 
100cem Lésung. Da Jodmengen in dieser GréBenordnung bei unseren 
Untersuchungen nicht zu erwarten sind, wurde diese Methode nicht in den 
Rahmen der Untersuchungen einbezogen. Dagegen wurde die fallungs- 
analytische Bestimmung durch Titration mit Silbernitrat nach Art der 
Bangschen Chloridbestimmung (17) versucht. Diese Methode eignet sich 
aber fiir die Bestimmung kleinster Jodmengen nicht, da man bei Verwendung 
von n/500 Silbernitratlésung keinen deutlichen Umschlag erhalt. 


Vielfach wird auch die kolorimetrische Bestummung, zuerst§ von 
Rabourdin angegeben, verwendet. Man setzt Jod mit Chlorwasser oder 
Nitritschwefelsiure in Freiheit und schiittelt dann mit einem geeigneten 
organischen Lésungsmittel, wie Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff, Schwefel- 
kohlenstoff usw. aus. Die Farbe der Lésung wird dann mit der von Standard- 
lésungen verglichen und daraus der Jodgehalt ermittelt. Dieses Verfahren, 
sowie auch das Jodatverfahren wurde von Fellenberg durch Herabminderung 
auf ganz kleine Volumina zur Bestimmung kleinster Jodmengen aus. 
gearbeitet. Fellenberg geht dabei folgendermaBen vor: Der durch Ex- 
traktion mit Alkohol gewonnene Riickstand wird in 0,4 ccm Wasser gelést, 
in ein oben schrag abgeschnittenes Réhrchen von 5mm Durchmesser 
und 80mm Lange gebracht und mit 0,4 cem Wasser zweimal nachgespiilt. 
Nun setzt man 0,02cem Chloroform und 1 Tropfen Nitritschwefelsiure 
hinzu und mischt durch haufiges Klopfen auf den unteren Teil des schriig 
gehaltenen Reagenzréhrehens. SchlieBlich wird zentrifugiert und die 
Farbung der am Boden befindlichen Chloroformschicht mit Vergleichs- 
josungen von bekanntem Gehalt, die in derselben Weise bereitet wurden, 
verglichen. Spiter hat Fellenberg (18) diese Volwmnina auf 0,3 ccm Wasser 
und 0,01 cem Chloroform reduziert. Auf diese Weise ist es Fellenberg ge- 
lungen, bis zu einem zehntausendstel Milligramm = 0,1 y Jod nachzuweisen. 
Der Nachweis derart kleiner Mengen ist aber sehr schwierig, da er ein sehr 
farbengeiibtes Auge voraussetzt und zudem von der Beleuchtung sehr 
stark abhangig ist. Man wird sich im allgemeinen mit einer geringeren 
Empfindlichkeit begniigen. Fiir Mengen von etwa 5y = 0,005 mg auf- 
warts hat Fellenberg ein einfaches Zentrifugiermikrokolorimeter konstruid¢rt, 
das nach dem Prinzip des Dubosquschen Kolorimeters gebaut ist. In der 
letzten Zeit ist Fellenberg von der Anwendung dieses Kolorimeters wieder 
abgekommen. Wir versuchten fiir diese Zwecke das als Prazisionsinstrument 
von der Firma Leitz gebaute Kolorimeter nach Biirker zu verwenden, das 
zur kolorimetrischen Bestimmung kleiner Fliissigkeitsmengen (1,5 bis 
2cem) verwendet wird. Die Ausma6e dieses Apparats waren jedoch fir 
unsere Zwecke noch zu groB. Es diirfte aber vielleicht ein ganz klein 
dimensioniertes Kolorimeter dieser Art zum gewiinschten Erfolge fiihren. 
Fiir Jodmengen von 5y aufwiirts fiihrt Fellenberg auch die Titration wie 
folgt aus: Nach Durchfiihrung der kolorimetrischen Bestimmung wird 
zur Lésung iiberschiissiges Chlorwasser zugefiigt und die Fliissigkeit in 
einen 50 ccm fassenden Erlenmeyerkolben gebracht. Man fiigt nun ein 
Kalkspatsplitterchen oder ein Stiickchen Bimsstein hinzu und dampft 
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auf freier Flamme bis auf 2 bis 3 ccm ein. Nach dem Erkalten setzt »\,, 
einen Kristall Kaliumjodid und einen Tropfen Starke zu und titriert mi): «|. 
einer in 0,001 cem geteilten Pipette mit n/500 Natriumthiosulfatlésviy 

Ein kolorimetrisches Verfahren, beruhend auf der Braunfarbung \.,; 
diinnter Jodidlésungen mit Palladiumchloriir hat Krauss (19) angege}y, 
Die organische Substanz wird mit Soda und Salpeter bis zum Sintern 
erhitzt, der abgekiihlte Tiegelinhalt in Wasser gelést. Der Lésung wip| 
zur Reduktion von eventuell gebildetem Jodat etwas Bisulfit zugesety:. 
hierauf wird die Lésung mit Phosphorséure angeséiuert. Nach einiven 
Minuten macht man mit Soda alkalisch und dampft bis zur beginnende: 
Kristallisation ein. Nun wird mit Aceton und Alkohol extrahiert, de; 
Extrakt mit einer verdiinnten Palladiumchloriirlésung versetzt und = mi; 
einer Standardlésung verglichen. Die Empfindlichkeit dieser Meth 
wird vom Verfasser mit 0,0001 mg pro Kubikzentimeter angegeben. Von 
selben Autor (20) wurde auch ein elektroanalytisches Verfahren beschriehe: 
das aber fiir Jodmengen von iiber 0,5 mg bestimmt ist und auf der Elektro 
lyse einer ammoniakalischen Palladiumjodiirlésung beruht. Wir haben 
die kolorimetrische Methode nachgepriift und auch versucht, die Triibung 
nephelometrisch zu vergleichen, doch waren die Resultate wenig zufrieden 
stellend und entsprechen nicht den von Krauss gemachten Angaben 
R. Bohn (21), sowie Bleyer (22) und Mitarbeiter, die ebenfalls das Ver 
fahren iiberpriiften, kamen zu demselben Ergebnis. 


Angeregt durch die Arbeit von Girard und Fourneau (23), die eine 
auBerst empfindliche Bestimmungsmethode fiir Wismut auf Grund 
der Bildung von intensiv gefarbten Komplexen des Wismutjodids mit 
quaterniren Ammoniumbasen ausgearbeitet haben, versuchten wit 
diese Reaktion zur Bestimmung kleinster Jodmengen auszubilden 
Wir verwendeten das von den beiden Forschern angegebene Tetra. 
cetylammoniumhydroxyd, das wir nach den Angaben der Verfasser 
darstellten. Es stellte sich heraus, daB zum Eintritt der Reaktion ein 
gewisser UberschuB an Jodid nétig ist, so daB diese fiir Wismut héchst 
empfindliche Reaktion zum Jodnachweis leider nicht geeignet ist. Es 
wurde daher von der Untersuchung anderer Wismutjodidkomplexe 
abgesehen. Eine sehr empfindliche qualitative Methode ist das von 
dem einen von uns angegebene Raucherverfahren (24), das folgender 
maBen durchgefiihrt wird. 

Man lést die angereicherte Probe in einem Tropfen destillierten Wassers. 
bringt denselben auf ein Deckglischen, la8t abdunsten und gibt dann etwas 
Starkesuspension zu. Das Deckglischen setzt man mit der Probe nach 
unten auf den Raucherapparat. (Dieser besteht aus einem kleinen Glas- 
schalchen, das mit einem durchlochten Glasplattchen bedeckt ist, und aus 
einem dariiber gestiilpten Glasring als Stativ zum Auflegen des Deckglaschens. 
Das Ganze wird auf einen Objekttrager gestellt. Das Schilchen wird mit 
Nitritschwefelsiure gefiillt. Man beobachtet nun unter dem Mikrosko) 
die Blaufarbung der Starkekérner. Aus der Intensitét der Blaufarbung 
laBt sich ein SchluB auf die GréBenordnung des vorhandenen Jods ziehen. 
Mit dieser Probe lassen sich noch 0,05 y Jod nachweisen.) Ein kapillat 
titrimetrisches Verfahren zur Bestimmung kleinster Jodmengen beschreib' 
Donau (25). 
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Nach Uberpriifung der fiir unsere Zwecke geeignet erscheinenden 
Methoden haben wir uns bei Durchfiihrung von Jodbestimmungen 
im wesentlichen an das Verfahren von Fellenberg gehalten, und haben 
meist so viel Untersuchungsmaterial verwendet, daB wir die End- 
bestimmung maBanalytisch durchfiihren konnten. Bei ganz geringen 
Jodgehalten verwendeten wir auch die Rauchermethode nach Mayr- 
hofer. Eine zusammenfassende Schilderung des Arbeitsganges soll im 
letzten Abschnitt dieser Arbeit gegeben werden. AnschlieBend werden 
hier die bisher in dieser Richtung durchgefiihrten Analysen mitgeteilt 
(Doppelanalysen). 


Jodgehalt einiger Lebensmittel aus der Wiener GroSmarkthalle. 





yikg Frischsubstanz )/kg Frischsubstanz 
ae ae 560 512 SS Pare 38 32 
Kohlriiben. . . . . 50 42 I te a a 18 17 
Kartoffel, geschalt . 18 12 Weizenmehl af 17 
= ungeschalt 25 30 er eG ko 15 12 


Hervorgehoben sei der auffallend hohe Jodgehalt des Spinats. 
Weitere diesbeziigliche Untersuchungen werden folgen. 


Methodik der Bestimmung kleiner Mengen Fluor. 


Wie Jod, so findet sich auch Fluor in kleinsten Mengen fast iiberall! 
vor. Grobe Mengen sind in Zahnen und Knochen enthialten. 


Gautier und Clausmann (26), denen wir eine grobe Zahl von Unter 
suchungen verdanken, konnten seine allgemeine Verbreitung nachweisen. 
Auch hier verliuft die Analyse in drei Phasen: Zerstérung der organischen 
Substanz, Anreicherung und Endbestimmung. 

Beziiglich der Veraschung gilt das, was bei Jod fiir die trockene Ver- 
brennung gesagt wurde. Nur ist die Fliichtigkeit der Fluoride erheblich 
geringer, als die der Jodide. Die Veraschung wird meist unter Kalkzusatz 
vorgenommen. Die nasse Veraschung kommt fiir die Fluorbestimmung 
nicht in Betracht. 


Die Anreicherung. 


Der Verbrennungsriickstand wird in Salzséure aufgenommen und nach 
Beendigung der Kohlenséureentwicklung mit Lauge schwach alkalisch 
gemacht. Aus dieser Lésung faillt man das Fluor zugleich mit Bariumsulfat 
durch Zusatz von Natriumsulfat und Bariumchlorid. Bei Mineralwassern 
fallt man je nach Zusammensetzung zusammen mit Caleciumphosphat oder 
Magnesiumammoniumphosphat aus. Zur Abscheidung von kleinen Flac: 
mengen ist auch die héchst empfindliche Fallung als Lanthanacetofluori(! 
sehr geeignet. 
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Die Bestimmung kleinster Fluormengen. 


Zur Bestimmung kleiner Fluormengen werden kolorimetrische \)\:} 
gravimetrische Methoden verwendet, wahrend die maBanalytischen und 
gasvolumetrischen Methoden nur fiir gréBere Mengen in Betracht komm: 
Von Gautier und Clausmann stammt die folgende Methode: Der Bariw 
sulfatniederschlag wird in einem Goldtiegel von etwa 50 ccm Inhalt 
bracht. Dieser Tiegel hat einen flachen Rand, auf den ein Deckel mittels 
Kautschukringes luftdicht aufgesetzt werden kann. Auf den Deckel, dey 
in der Mitte halbkugelférmig gewélbt ist, wird ein passender Metallkiihler 
aufgesetzt. Im Tiegel sitzt auf einem DreifuB8 ein Napfchen mit konzen. 
trierter Schwefelsiure. Dariiber hangt am drei Drahtchen ein Napfchen 
mit angefeuchtetem Atzkali. Der Tiegel wird nun verschlossen und das 
Napfchen mit Schwefelsiure durch einen leichten StoB8 umgeworfen 
Der sich entwickelnde Fluorwasserstoff wird vom Atzkali absorbiert. 
Zum quantitativen Ablauf der Reaktion wird der Tiegel bei aufgesetztem 
Kiihler 2 Stunden auf 180° erhitzt. Der Inhalt des Schalchens wird in 
Wasser gelést, die Lésung zur Zerstérung von Fluorsilikat aufgekocht, 
neutralisiert, mit Ammoncarbonat zur Abscheidung von Kieselséure ver 
setzt und zur Trockne verdampft. Den Riickstand nimmt man in Wasser 
auf, filtriert von der Kieselséiure, versetzt das Filtrat mit 1 bis 2 cem 
n Natriumsulfatlésung, fallt mit Bariumnitrat und verdampft zur Trockne. 
Man nimmt nun den Riickstand in Wasser auf, versetzt mit dem gleichen 
Volumen 95% igen Alkohols und wiascht durch Zentrifugieren mit 65 °,igen 
Alkohol bis zum Verschwinden der Chlor- und Nitratreaktion. Den Riick 
stand bringt man nun in einen kleinen Platintiegel von etwa 10 cem Inhalt, 
der in derselben Weise wie der zuvor beschriebene Goldtiegel eingerichtet 
ist, und verfahrt wie oben. An Stelle von Atzkali ist das Schiisselchen mit 
Flintglassplittern beschickt. Nun wird diesmal 5 Stunden auf 140° erhitzt. 
Die Flintglassplitterchen werden dann mit 85°,igem kochenden Alkoho! 
zur Entfernung von Bleinitrat und Bleichlorid gewaschen und dann mit 
einer vierfach verdiinnten gesittigten, Kaliumchloratlésung am Wasserbad 
behandelt. In dieser Lésung wird nach Zusatz von Gelatine das Bleifluorid 
als kolloides Bleisulfid durch Einleiten von Schwefelwasserstoff kolori- 
metrisch bestimmt. Mit Hilfe von empirischen Faktoren liBt sich daraus 
der Fluorgehalt berechnen. Steiger (27) verwendet das im Goldtiegel 
erhaltene Alkalifluorid zur Einwirkung auf eine Pertitanséurelésung, deren 
Gelbfarbung durch Alkalifluoridmengen von 2 bis 3mg schon meBbar 
vermindert wird. Ahnliche Methoden, die auch auf der Entfarbung von 
Pertitanséiurelésungen beruhen, stammen von Fenton (28) und Mervin (29). 
Eine Farbenreaktion von SiF, mit Ammonmolybdat hat Eegrive (30) 
angegeben. 


AuBerst empfindlich ist die von de Boer (31) angegebene Farben 
reaktion. Eine salzsaure Lésung von Salzen des Zirkons mit Oxy 
anthrachinonen wird durch Fluoride und Silicofluoride entfarbt. Noch 
0,001 mg Fluor 148t sich auf diese Weise nachweisen. Boer hat seine 
Versuche mit alizarinsulfosaurem Natron, Alizarin, Pupurin, Rufigallus- 
siure und Alizarinblau S angestellt und auf dieser Farbenreaktion 
eine volumetrische Bestimmung des Zirkons aufgebaut. 

Da uns diese Methode zur Bestimmung kleinster Mengen Fluor 
sehr geeignet schien, stellten wir dariiber Versuche an. Als Farbstoffe 
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wurden alizarinsulfosaures Natron und Alizarinblau S gewahit. Die 
heiden Farbstoffe erwiesen sich als gleichwertig. Die salzsauren Losungen 
der Lacke sind rot bzw. blau, die salzsauren Farbstofflisungen gelb 
byw. rosa. Die Bestimmung von Fluor wurde maBanalytisch in der 
Weise durchgefiihrt, daB man zu der zu untersuchenden Fluoridlésung 
einen CberschuB an Zirkonlésung und einige Tropfen Farbstofflésung 
hinzufiigte und dann mit einer Fluoridlésung zuriicktitrierte. Dabei 
ist zu beachten, dab sich kein scharfer Umschlag von Rot nach Gelb 
bzw. von Blau nach Rosa einstellt, sondern dab man eine Reihe von 
Mischfarben erhilt. Man muB deshalb auf einen Farbton mit einer 
Standardlésung einstellen. Auberdem muB auf gleiche Salzsiure 
konzentration in Probe und Vergleichslésung geachtet werden, da 
die Reaktion zwischen Zirkon und Fluor nicht in stéchiometrischen 
Verhaltnissen erfolgt, sondern von der Salzsiurekonzentration ab- 
hingig ist. Es wird nimlich um so weniger Fluor verbraucht, je groBer 
der Salzsturegehalt der Zirkonlésung ist. Mit dieser maBanalytischen 
Methode lassen sich bei Verwendung kleiner Volumina bis zu 0,01 mg 
Fluor mit einem durchschnittlichen Fehler von 5 bestimmen 
Man kann die Bestimmung auch kolorimetrisch durchfiihren, wenn 
man den Grad der Entfairbung einer salzsauren Zirkonlésung durch 
Fluor an Vergleichslésungen mit bekanntem Gehalt mibt. Fir 
ein hochempfindliches Zirkonreagens gibt Boer folgende Vor 
schrift an: 0,02 g Zirkon als Zirkonoxychlorid und 0.015 g 
alizarinsulfosaures Natron werden in LO ccm Wasser gelést und 
mit 60cem konzentrierter Salzsiure versetzt. Einer allgemeinen 
Anwendung dieser Methode steht der Umstand entgegen. dal die 
Reaktion durch die Gegenwart von Schwefelsiure und Oxalsaure 
und, wie wir fanden, auch von Phsphorsiure und Salpetersiure 
gestért wird. 

Da uns die Apparatur, wie sie Gautier und Clausmann verwenden, 
nicht zur Verfiigung stand, haben wir versucht, das Fluor durch 
Destillation als Siliciumtetrafluorid von diesen stérenden, in den Aschen 
von Pflanzen und tierischen Organen stets vorkommenden Verbindungen 
zu trennen. Die ersten Versuche wurden in dem Apparat von Treadwell 
und Koch (32), den wir fiir unsere Zwecke in stark verkleinerter Form 
anfertigen lieBen, durchgefiihrt. Als Probesubstanz wurde Calcium. 
fluorid, dessen Gehalt an Fluor durch Abrauchen mit Schwefelsaure 
bestimmt wurde, in Mengen von | bis 2 mg verwendet. Die Reagenzien 
wurden nach Angaben der Autoren hergestellt. Das tibergehende 
Siliciumtetrafluorid wurde in n/100 Natronlauge tiber Quecksilber autf- 
gefangen. Die Bestimmungen wurden nach der Zirkonmethode und 
nach der Methode Schucht- Méller (33) durchgefiihrt. Man versetzt die 
zu titrierende Lésung mit einem Uberschu8 von neutralem Chlor- 
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calcium und titriert mit Natronlauge und Phenolphthalein als Indika‘. 
wobei sich folgende Reaktion abspielt : 

H,SiF, + 3 CaCl, + 6 NaOH = 3CaF, + 6 NaCl+ 2H,O— Si(OH), 
bzw. 

Na, SiF, ~ 3 CaCl, + 4 NaOH = 3 CaF, + 6 NaCl + Si(OH), 
Bei Verwendung von n/100 Natronlauge lieB sich mit der Methoce 
Schucht-Moller | mg Fluorid mit einem durchschnittlichen Fehler yon 
5°, bestimmen. Als Vergleichslésung diente eine Natriumsilicofluori« 
lésung von bekanntem Gehalt. Die Zirkonmethode und die Methode 
Schucht-Méller gaben eine befriedigende Ubereinstimmung. Bei den 
Versuchen, das Fluor als Siliciumtetrafluorid tiberzudestillieren, fanden 
wir, daB nicht mehr als 50°,, Fluor tibergingen. Wir vermuteten, dai 
die Ursache des MiBlingens dieser Versuche in dem Vorhandenseiy 
von toten Raumen in der Apparatur liege und konstruierten eine: 
kleinen Apparat, bei dem diese Ubelstande nach Méglichkeit vermieden 
waren. Das ZersetzungsgefaB erhielt die Form einer nach unten konise) 
verjiingten Eprouvette, auf den Boden reichte ein kapillar ausgezogenes 
Zuleitungsrohr. Auf das ZersetzungsgefaB war ein kleiner Rickflul- 
kiihler aufgeschliffen, in dessen Kiihlrohr am unteren Ende eine Sieb 
platte eingefiigt war. Zur besseren Kondensation wurde das Kiihlrohr 
mit Glasperlen beschickt. Auf den Kiihler waren zwei Absorptions- 
gefaBe aufgeschliffen. Das erste hatte die Form einer kleinen Wasch. 
flasche, als zweites verwendeten wir ein kleines Peligotrohr. Das Silicium. 
tetrafluorid wurde im ersten AbsorptionsgefaB tiber Quecksilber auf 
gefangen. Die Substanz wurde mit wasserfreier Schwefelsaure wnd 
gegliihtem, feinst gepulvertem Quarzsand und Seesand zersetzt und 
unter Durchleiten eines trockenen und kohlesaurefreien Luftstroms 
5 Stunden im Olbad auf 180° erhitzt. AuBerdem wurde bei mehreren 
Versuchen zur Bindung des Reaktionswassers entwiissertes Kupfer. 
sulfat zugesetzt. Die Bestimmung des tibergegangenen Siliciumtetra- 
fluorids wurde wie in der ersten Versuchsreihe vorgenommen. Bei 
25 Versuchen mit einer Einwage von | bis 5mg _ Calciumfluorid 
schwankten die Werte zwischen 59,1 bis 67,5°,, der Einwage, in einem 
einzigen Falle wurden 90,1°., wiedergefunden. Wir vermuten, dali 
das MiBlingen dieser Versuche zum Teil auf die Léslichkeit des Silicium 
tetrafluorids in konzentrierter Schwefelsiure und auf die hohe Dichte 
(3,6047) dieses Gases, zum Teil aber auf noch unbekannte Ursachen 
zuriickzufiihren ist. Wir haben deshalb auch auf die Durehfiihrung 
der vorher beabsichtigten Versuche zur mikrogasvolumetrischen Be 
stimmung von Siliciumtetrafluorid verzichtet. 


Zur Bestimmung kleiner Fluormengen wurden noch gravimetrisclh 
Verfahren vorgeschlagen, die sich in zwei Gruppen einteilen lassen: in dic 
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Fallangsmethoden und in die Atzmethoden. Als Fallungsmethoden wurden 
vorgesechlagen: Lithiumfluorid (34), Thoriumfluorid (35) und Lanthan.- 
forid (36). Wegen ihrer groBen Empfindlichkeit ist besonders die letzte 
VMethode hervorzuheben. Aus essigsaurer Lésung fallt mit Lanthanacetat 
aut Zusatz von festem Ammonacetat ein weiBer voluminéser Niederschlag, 
der aus einer Adsorptionsverbindung von Lanthanfluorid und Lanthan- 
acetat von wechselnder Zusammensetzung besteht. Der Niederschlag 
wird im Goochtiegel gesammelt, bei 110° getrocknet und gewogen. Dann 
wird durch schwaches Gliithen das Lanthanacetat in Lanthanoxyd tiber- 
vefiihrt und abermals gewogen. Aus beiden Wagungen lit sich der Fluor- 
vgehalt berechnen. AuBer den Fluoriden werden auch Silikate, Oxalate 
und Phosphate gefaillt. Dadurch wird die allgemeine Anwendbarkeit der 
Methode sehr erschwert, da das organische Material stets phosphathaltig 
ist und die Trennung kleiner Fluormengen vom Phosphat wenfg Aussicht 
auf Erfolg bietet. Meyer und Schultz haben wohl eine diesbeziigliche 
Arbeit in Aussicht gestellt, diese ist aber zurzeit noch nicht erschienen. 
Wir haben versucht, die Phosphorséure als Silberphosphat abzuscheiden, 
konnten aber stets nur einen Bruchteil der Fluormengen wiederfinden. 
Bei Versuchen, die Phosphorséure als Ferriphosphat abzuscheiden, wurde 
im Filtrat iiberhaupt kein Fluor mehr gefunden. 

Die Atzmethoden beruhen auf der Einwirkung von Fluorwasserstoff 
auf die Kieselsiure des Glases. 

6HF + SiO, = H,SiF, + 2H,0. 

Diese Reaktion wird auch stets zum qualitativen Nachweis von Fluor 
in der Art verwendet, daB man die auf Fluor zu priifende Substanz im 
Platin- oder Bleitiegel mit Schwefelsiure versetzt und die Atzung eines 
aufgelegten Uhrglaischens betrachtet, dessen 
Unterseite mit einer Wachsschicht iiber- () 
zogen ist, in welche eine Zeichnung eingeritzt (n) i 
ist. Durch Atzung von gewogenen Glas- 
plattchen und Bestimmung des Atzverlustes 
hat Ost (37) kleine Fluormengen bestimmt. 
Wislicenus (38) hat die Methode verbessert 
und fiihrt die Atzung in einem kleinen 
Apparat aus Jenaer Glas durch. Er ver- 
wendet sie zum chemischen Nachweis von 

















Rauchschiiden. Leiningen-Westerburg (39) 

fiihrt die Entwicklung von Fluorwasser- 

stoff in einem Platinapparat durch und 

leitet die Dampfe iiber Glasperlen, die 

sich in einem Platinréhrchen befinden. Alte Form Neue form 
Sonntag (40) fiihrt die Atzung in Flaschchen Abb. 1 

aus Jenaer Glas durch und bestimmt bis Ractadtesthan. 

zu 5mg Fluor. Wir stellten ebenfalls Ver- (2/g der nat. GréBe.) 


suche mit der Atzmethode an und _ iiber- 

zeugten uns von der groBen Leistungsfahigkeit dieser Methode. Wir gaben 
dem zu atzenden GefaB die Form eines kleinen Trichters, dessen Trichter- 
rohr zu einer kleinen Spitze ausgezogen und abgebogen wurde. Der 
Rand des Trichters ist eingezogen und nach unten abgebogen (Abb. 1). 


Die Fluoridbestimmung fiihren wir folgendermaBen durch: Die 
auf Fluor zu untersuchende Substanz wird in einen kleinen Platin- 
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tiegel gebracht, mit einigen Tropfen konzentrierter Schwefelsaure vers: t7; 
und das gewogene Trichterchen aufgesetzt. Dieses ist zur Kiihlung ii 
einem Lampendocht, dessen eines Ende in ein Becherglas mit Wasser 
taucht, umwunden. Man erhitzt nun | Stunde lang im Luftbad be; 
kleiner Flamme auf etwa 180 bis 200°. Nach Beendigung der Reakt ion 
nimmt man das Trichterchen ab, wischt es mit destilliertem Wasse 
und Alkohol, trocknet im Trockenschrank, l48t im Exsikkator erkalte 
und wiagt. Die Wagungen werden auf der Mikrowaage vorgenommen 
Es wurden nun folgende Versuche angestellt. 


1. Zunachst wurden die Trichterchen zur Priifung auf Gewicht; 
konstanz 2 Stunden in konzentrierter Schwefelsdure auf 200° erhitz 
Bei Verwendung von Trichterchen aus Jenaer Glas war auch bei wieder 
holter Durchfiihrung dieser Priifung der Gewichtsverlust niemals 
gréBer als 0,003 mg. 


2. Es wurde eine gemessene Menge einer Natriumfluoridlésung 
deren Gehalt gravimetrisch ermittelt wurde, im Platintiegel getrocknet 
verdampft und die Fluorbestimmung durch Atzung durchgefiihrt. 


leem Natriumfluoridlésung enthielt 0,873 mg Fluor. 





Atzverlust Im Durchschnit: 
Fluormenge 


mg % 
4,253 
5eem NaF-Lésung (4,365 mg Fluor). - +--+ - | | 4,236 | 97,4 
4,260 
| 2,430 
3ecem NaF-Lésung (2,619 mg Fluor). - -- .- - 2,450 93,5 
, 2,410 
0,860 | 
leom NaF-Lisung (0,873 mg Fluor). - - - - + + 4) 0,861 98,5 
0,858 
Natriumfluoridlésung 1:10 verdinnt. 
0,432 
5cem NaF-Lésung (0,4365 mg Fluor) - - +. - + - | re | 98.5 
| 0,435 
(| 0,250 
3cem Nak-Lésung (0,2619mg Fluor) - + - - - - \ 0,251 95,5 
0,254 
0,163 
2ecm NaF-Lésung (0,1746mg Fluor) - + - - - . er | 93.5 
01 


3. Es wurde aus einer Natriumfluoridlésung von bekanntem 
Gehalt das Fluor als Lanthanacetofluorid in der bei der Besprechung 
der gravimetrischen Methode angegebenen Weise abgeschieden, de: 
Niederschlag auf einem Filter von 5em Durchmesser gesammelt uni 
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getrocknet. Nach dem Trocknen wurde der Niederschlag méglichst 
vollstandig vom Filter getrennt und in den Platintiegel gebracht 
Das Filter wurde auf einem Tiegeldeckel 
verascht und die Asche quantitativ in den 
Tiegel zur Hauptmenge hinzugegeben. Zur 
Zerstorung von Acetat wurde dann ganz 
schwach gegliiht. Der Niederschlag wurde 
durch leichtes Klopfen in einer Ecke des 
Tiegels gesammelt, mit einigen Tropfen 
Wasser befeuchtet. In die entgegengesetzte 
Ecke wurden einige Tropfen konzentrierter 
Schwefelsaure gegeben. Nachdem der Apparat 
zusammengesetzt war, wurde die Schwefel- 
siure durch Neigen des Tiegels zum Nieder- 
schlag zuflieBen gelassen. Abb. 2 bringt 
eine Ansicht des kompletten Apparats. 


4. Es wurde der Fluorgehalt einer 
Natriumsilicofluoridlésung von bekanntem 
Gehalt bestimmt. Zur Entfernung der 

















Kieselsiure wurde die Lésung mit tiber- Abb. 2 
schiissigem Alkali versetzt, kurze Zeit auf- Gesamtansicht 


gekocht und sodann mit Salzsiure bei Ver- (le Gen. ent: GeeBe.) 


wendung von Phenolphthalein neutralisiert. Nun wurde | ccm 
ammoniakalische Zinkoxydlésung zugesetzt (41) und bis zum_ voll. 





Atzverlust Im Durchschnitt 
Fluormenge 


mg °F 


| 4,250 

4,243 
4.255 
| 2.430 


Seem NaF-Losung (4.365 mg Fluor). - - - - + 97.5 


2,442 
2,437 
OSD51 
OS851 
0.843 


Natriumfluoridlésung 1:10 verdiinnt. 
| 0,423 
0,431 


Seem NaF-Lésung (2,619 mg Fluor)- 93,0 


leem NaF-Losung (0,873 mg Fluor)- 98,0) 


5eem NaF-Lésung (0,4365 mg Fluor) - 98.5 
| 0435 | 
| 0,248 

3eem NaF-Lésung (0,2619mg Fluor) - - ++ = - 0,242 94.5 
| 
| 


0,245 


| 

| 
0,168 | 
0,195 93.7 
0.163 =| 


2cem NaF-Lésung (0,1746 mg Fluor) - 

















74 A. Mayrhofer u. A. Wasitzky: 


standigen Austreiben des Ammoniaks zum Sieden erhitzt. |e 
Niederschlag von Zinkoxyd und Zinksilikat wurde filtriert und im 
Filtrat das Fluor wie oben angegeben bestimmt. Die Natriumsilico 
fluoridlésung enthielt 0,987 mg Fluor im Kubikzentimeter. 





Atzverlust | Im Durchsehnitt 


Fluormenge 
mg %lo 


4,778 

5cem NagSik-Lésung (4,935 mg Fluor)- - - - - 4,784 
4,769 

| 2,853 

Seem NagSik-Losung (2,961 mg Fluor): - - - - 2,848 96,5 
| 2/858 
| 0,960 
0,948 
| 0,946 


leem NaoSiky-Losung (0,987 mg Fluor)+ - - - 96,7 


Na, SiF-Lésung 1 : 10. 
0,475 
5eem Nag SiF’-Lésung (0.4953 mg Fluor) - - - - 0,470 | 98.5 
| 0479 | 
3eem NagSiFs-Lésung (0.2961 mg Fluor) - - - - 0,290 
| 0297 =| 
0,181 ) 


2cem Na,SiF,-Lésung (0.1874 mg Fluor) - - + + 4| 0,174 93.7 
0,171 


Wie aus diesen Angaben hervorgeht, lassen sich in einfacher 
Weise mit Hilfe dieser Methode Fluormengen bis 0,2 bis 0,3 mg 
mit einer fiir die vorliegenden Zwecke geniigenden Genauigkeit be- 
stimmen. 

Bei der gemeinsamen Bestimmung von Fluor und Jod gingen wir 
folgendermaBen vor. Das getrocknete und zerkleinerte Untersuchungs. 
material wird mit Natronlauge im ungefahren Verhaltnis von vier 
Teilen Untersuchungsmaterial und einem Teil Natronlauge (33°,) 
mit einem Eisenspatel innig vermengt und am Wasserbad miglichst 
vom Wasser befreit. Der noch feuchte Riickstand wird iiber einem 
Pilzbrenner mit ganz kleiner Flamme eingetrocknet und sodann langsam 
verkohlit. Der kohlige Riickstand wird aus der Schale entfernt, fein 
zerrieben und mit destilliertem Wasser wiederholt gekocht. Die Kohle 
wird auf einem quantitativen Filter von der Lésung abfiltriert und in 
der Eisenschale verbrannt. Ein Zusatz von Bariumsuperoxyd ist 
mitunter zu empfehlen. Die meist braune Lésung wird mit verdiinnter 
Salzsiure genau neutralisiert, sodann mit Soda schwach alkalisch 
gemacht, am Wasserbad in einer groBen Porzellanschale eingeengt. 
in der Platinschale zur Trockne verdampft und gegliiht. Die auf 
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diese Weise erhaltenen beiden Riickstande werden mehrmals mit 
“)igem Alkohol verrieben, die Lésung abfiltriert und zur Jod- 
bestimmung verwendet. Im Riickstand befindet sich das gesamte 
Fluor. Wir haben uns durch Versuche von der vollstandigen Unlislich- 
keit des NaF in 90°. igem Alkohol tiberzeugt. Ist das Untersuchungs- 
material frei von Silikaten, so wird der Riickstand nunmehr in Essig- 
siure gelést und, ohne von etwa ungelést gebliebenen kleinen Mengen 
CaF,) zu filtrieren, nach Zusatz von festem Ammoncarbonat mit 
Lanthanacetat gefallt und der Niederschlag wie oben beschrieben 
sur Atzung verwendet. Enthalt das Untersuchungsmaterial Silikate 
aber keine Erdalkalien, so werden diese mit ammoniakalischem Zink- 
oxyd abgeschieden. Enthalt die Probe sowohl Kieselsaure wie Erd- 
alkalien, so wird der Riickstand zur Zerstérung der Carbonate in Salz- 
siure aufgenommen, bis die sichtbare Gasentwicklung beendet ist. 
und dann mit Lauge versetzt, bis kein Niederschlag mehr fallt, und 
dann filtriert (Filtrat Nr. 1). Der getrocknete Niederschlag wird dann 
mit der sechsfachen Menge Kaliumnatriumecarbonat und der zweifachen 
Menge Kieselsaure im Platin- oder eventuell Nickeltiegel aufgeschlossen 
Die Schmelze wird mit siedendem Wasser ausgelaugt, die Kieselsaure 
daraus mit Ammoncarbonat und hierauf mit ammoniakalischem Zink- 
oxyd gefallt und das Filtrat mit Filtrat Nr. 1 vereinigt. Aus den ver- 
einigten Filtraten wird das Fluor mit Lanthanacetat gefallt. Alle 
verwendeten Reagenzien miissen auf Abwesenheit von Jod und Fluor 
gepriift werden. Die Priifung der Reagenzien auf Jod und ihre Reinigung 
erfolgt in der von Fellenberg angegebenen Weise durch Extraktion 
mit Alkohol. Im Atznatron und in der Soda konnten mitunter Jod- 
spuren nachgewiesen werden. Die Priifung auf Fluor wird qualitativ 
mit der Atzmethode durchgefiihrt. Soda und Schwefelsiure sollen 
mitunter fluorhaltig sein, doch konnten wir niemals Fluor in unseren 
Reagenzien nachweisen. Die Reinigung der Soda erfolgt durch mehr- 
faches Umkristallisieren. Der Fluorgehalt der Schwefelsiure wird 
durch Verdiinnung mit dem gleichen Volumen Wasser und Eindampfen 
auf die friihere Konzentration entfernt (42). Um die Verwendbarkeit 
unserer Methode zu priifen, untersuchten wir Proben mit normaler 
Aschenzusammensetzung und solehe mit kieselsiurereicher Asche. 
Fiir diese Zwecke wurden als Untersuchungsmaterial Kartoffel und 
Equisetum arvense gewahlt. Die Proben wurden zunichst auf Fluor 
und Jodgehalt untersucht. 





Probe Jodgehait Fluorgehalt 
mg pro kg mg pro kg 
| ge ee 0,020 - 


Equisetum arvense . . —_ 0.594 





- of I. ee 
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Nun wurde ein Zusatz bestimmter Mengen Fluor und Jod gen 
Nachstehend die Analysenresultate. 





Jodmenge Fluormenge 
Probe “gugesetat gefunden ‘3 “gugesetzt ' getund 
mg mg mg my, 
Meete@ 2... ks 0,500 0,421 2,090 1,718 
- ee we 0.509 0,397 2.000 1.850) 
Equisetum arvense . . 0,500 0,410 5,000 4.510 
- 0,500 0,410 2.000 1,909 
0.500 0.410 2.000 1,692 


(Die oben angegebenen Jod- und Fluorgehalte des Untersuchwiy 
materials an sich sind selbstverstindlich bei diesen Analysen in Abzuy 
gebracht.) 

Zusammenfassung. 


Es wird eine Darstellung der wichtigsten Jod- und Fluor 
bestimmungsmethoden gegeben. Es wurden verschiedene Methoden 
zur Bestimmung kleinster Mengen Jod und Fluor gepriift. Es wird 
eine Atzmethode zur Bestimmung von kleinen Fluormengen angegeben 
Es wird an Hand von Analysen die Brauchbarkeit der Methode zw 
Bestimmung kleiner Jod- und Fluormengen in Naturprodukten lx 
schrieben. 
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Zur ,,Widerlegung* des Wirkungsgesetzes durch R. Meyer. 


Von 
W. U. Behrens. 
(Aus dem Pflanzenbauinstitut der Universitat K6énigsberg i. Pr.) 
(Eingegangen am 26. September 1928.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Kiirzlich erschien eine Arbeit von R. Meyer: ..\Uber die Abhangigk: 
der Anstiegstangente der N-Ertragskurve von der Phosphorséuregabe b 
Aspergillus niger. Ein Widerspruch zum Mitscherlichschen Wirkungs 
gesetz der Wachstumsfaktoren**!. Der Verfasser glaubt einen Weg entdeck: 
zu haben, das Wirkungsgesetz ,,nicht auf Grund eines Wahrscheinlichkeit- 
urteils*‘, sondern ,,zwanglaufig mit der Kraft eines Notwendigkeitsurteils 
zu widerlegen. Die Beweiskraft der Argumente, die hier ins Feld gefiihr 
werden, steht allerdings in umgekehrtem Verhaltnis zu den Schliissen 

Ohne Zweifel verlangt das Wirkungsgesetz von Mitscherlich, dab di 
Anstiegstangente um so flacher verléuft, je kleiner der zugehérige Hochst 
ertrag ist. In Tabelle I habe ich nun aus den Angaben Meyers die Neigung 
der Anfangstangenten in willkiirlichen Einheiten berechnet (Dekagramn 
Ertrag/Gramm Ammonsulfat ). 


Tabelle I. 


Pee er eer ee t 0,13 
ee ea + 0.06 
wits. x scars Sale eee + 1,20 
Gite os Se eee 6 bere + 0,32 
wei ee ar ge ie 1,68 + 0,64 
RS Ai. ee eee ce eee + 0,18 


In der Tat ist nach den Werten von Tabelle 1 ein Ansteigen dm 
Tangentenrichtung mit dem Héchstertrag wahrscheinlich, die Abweichung 


1 Diese Zeitschr. 199, 171, 1928. 
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der vorletzten Reihe liegt innerhalb der Fehlergrenze, die mit 1, « eher 
m klein als zu groB angesetzt ist. Qualitativ verhalten sich also die Werte, 
wie das Wirkungsgesetz verlangt. Um allerdings zu einer zwingenden 
Entscheidung eines ,,entweder doch“ und ,,oder nicht“ zu gelangen, dazu 
scheint mir dieser Weg denkbar ungeeignet zu sein. 


Die Anfangstangente zu legen, ist nichts anderes, als die Differenz 
zwischen zwei benachbarten Ertragswerten zu bestimmen. Nun ist die 
Ermittlhung einer Ertragsdifferenz an und fiir sich ungenau, aber bei Beriick 
sichtigung des mittleren Fehlers fast unmédglich, wenn die gegebenen Nahr 
stoffmengen und damit die erzielten Ertrige nur wenig verschieden sind. 
Der Weg, den Rippel beschritten hat und der die ganze Ertragskurve 
beriicksichtigt, scheint hier viel eher Erfolg zu versprechen. 


Ein weiterer Einwand kann erhoben werden, da®8 eine Priifung der 
Mitscherlichschen GesetzméBigkeit unter ganz extremen  Versuchs- 
bedingungen wenig beweiskraftig ist. Es ist bekannt, daB kein Naturgesetz 
streng gilt, wenn die Variablen einen sehr weiten Bereich durchlaufen. 
Wenn das Ohmsche Gesetz bei groBen Stromstairken und das Gravitations- 
gesetz in kleinen Dimensionen nicht gilt, so kann ein Pflanzenertragsgesetz 
nur innerhalb gewisser Giiltigkeitsgrenzen bestehen. In der Physik pflegt 
man den genannten Gesetzen eine allgemeine Giiltigkeit .zuzugestehen 
und hilft sich mit der Annahme, da8 in den Grenzfallen sich andere Gezetze 
dariiberlagern, so daB nur die Resultante der verschiedenen Gesetze wahr- 
genommen wird. Auch in der chemischen Kinetik gelten die von der Theorie 
verlangten Formeln oft nicht, man benutzt dann gerade die Abweichungen 
von der Theorie zur Berechnung der Nebenreaktionen. Wenn sich daher 
bei den Versuchen von R. Meyer die extremsten Phosphatkonzentrationen 
wie 2000: 1 verhalten, so braucht dieser 
gewaltige Bereich nicht von einer einzigen l 
GesetzmaBigkeit beherrscht zu werden. 


¥ 


Bei dieser Gelegenheit sei noch ein 
kleiner Lapsus richtiggestellt, der R. Meyer 
in einer friiheren Arbeit! passiert ist. In 
Abb. 1 ist eine mégliche Form der Ertrags- 
kurve gezeichnet. Sie zerfallt in einen 
aufsteigenden Ast (Ertragssteigerung) und oo ae ne 1 
einen abfallenden Ast (Ertragsschadigung). ie 
Die Kurve wendet der Abszissenachse 
zunichst ihre konkave, dann vom Punkte W an ihre konvexe Seite 
zu. W ist der sogenannte Wendepunkt, er ist dadurch definiert, 
daB hier der zweite Differentialquotient d*y/dz* gleich Null ist. Dies 
tritt dann ein, wenn der erste Differentialquotient ein Maximum 
oder Minimum hat. Wir denken uns jetzt die beliebig gezogene Ertrags- 
funktion durch eine regulire, also differenzierbare Funktion ersetzt, was 
mit jedem vorgegebenen Genauigkeitsgrad méglich ist. Der erste Differential- 
quotient ist dann im Pynkte M gleich Null und wird auf dem absteigenden 
Ast negativ, ferner mub er fiir groBe x ebenfalls gleich Null werden, weil 
die Ertragskurve die Abszissenachse nicht unterschreiten darf. Er mul 
also dazwischen ein Minimum, d. h. die Ertragskurve mu einen Wendepunkt 
haben. ,,Fiir den mit der Analysis Vertrauten™ miiBte dies eigentlich selbst - 





! Zeitschr. f. Pflanzenernahrung u. Diingung, A X, 8. 335, 1928. 
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verstandlich sein, trotzdem sucht R. Meyer glaubhaft zu machen, <j 
Existenz des Wendepunkts sei erst von ihm auf experimentellem Weg 
sichergestellt worden und sei bisher bei héheren Pflanzen noch nicht by 
kannt gewesen. Die Zahlen seines absteigenden Astes lauten: 


2=&, y 155 + 9,3; =z 10, y 60 + 63,9(!); 2 = 12, y = 0,3, 


Der Ertrag an Pflanzensubstanz hingt bekanntlich von einer grote 
Anzahl Faktoren ab, und diese Abhangigkeit ist mathematisch gesprocher 
eine recht komplizierte Funktion. Obwohl diese Probleme jetzt von ver 
schiedenen Forschern in Angriff genommen sind, ist das bisher vorliegend 
Versuchsmaterial, gemessen an der Kompliziertheit der Probleme, noc! 


recht gering. 
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(ber Acetaldehydbildung aus der Brenztraubensiure bei der 
Autolyse der roten und weiben Muskein. 


Von 
A. Utewski. 
(Aus dem Ukrainischen Biochemischen Institut in Charkow.) 


(Eingegangen am 26. September 1928.) 


In einer der friiheren Arbeiten von A. Palladin und U’tewski (1) 
sind die Acetaldehydmengen, welche bei der Autolyse der Muskel- 
substanz (M. pectoralis von normalen Tauben) entstehen, festgestellt 
worden, nachdem Neuberg und Gottschalk (2) die Anhaufung von 
Acetaldehyd mittels der Abfangmethode fiir tierische Gewebe fest- 
gestellt hatten. Die erhaltenen Werte schwankten zwischen 3,5 und 
%mg pro 100g Muskelsubstanz; am haufigsten waren es 4 und 5 mg. 
Bedeutend kleinere Werte sind von uns bei der Autolyse der Muskeln 
von Hiihnern und Kaninchen erhalten worden. 


1. Versuchsreihe. 

Acetaldehydbildung bei Autolyse weiBer Muskulatur der Kaninchen 
(M. biceps). 

1. 40g Muskelbrei in 100cem Tyrode-Lésung + 20cem Phosphat- 
lisung (py = 7) + Seem Toluol + 2g CaSO, 18 Stunden im Thermo 
staten bei 40°. Acetaldehyd (pro 100g Muskelgewebe) 0,88 mg. 

2. 40g Muskelbrei (ahnliche Bedingungen), Acetaldehyd (pro 100 ¢ 
Muskelgewebe) 1,2 mg. 

3. 40g Muskelbrei *(ahnliche Bedingungen), Acetaldehyd (pro 100 ¢ 
Muskelgewebe) 1,0 mg. 


Wie man aus den Protokollen der ersten Versuchsreihe ersehen 
kann, waren die bei der Autolyse der weiben Beinmuskeln von 
Kaninchen entstehenden Acetaldehydmengen etwa Img pro lg 
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Muskelsubstanz; eine ebenso unbedeutende Menge von Acetalde) | 
haben wir bei der Autolyse der Brustmuskeln von Hiihnern erhali.y 
wie man es aus den Versuchen der zweiten Reihe ersehen kann. 


2. Versuchsreihe. 


Acetaldehydbildung bei Autolyse weiBer Muskulatur der Hiihne; 
(Brustmuskulatur). 


1. 40g Muskelbrei, Acetaldehyd (pro 100g). . . . . . 10mg. 
2. 40g Muskelbrei, Acetaldehyd (pro 100g). . . . . . 1,3 mg. 
3. 40 ¢ Muskelbrei, Acetaldehyd (pro 100g)... . . . 1,1 mg. 


Es schien uns von Interesse, klarzustellen, von welchen Umstanden 
dieser so gewaltige Unterschied zwischen der Acetaldehydbildung be: 
den Muskeln von Tauben einerseits und bei Hiihnern und Kaninchen 
andererseits abhingig ist. Zu allererst haben wir unsere Aufmerksam 
keit darauf gelenkt, daB die oben erwaihnten Muskeln unserer Versuchs 
objekte zu verschiedenen Arten von Muskeln gehérten. 

Dieser Umstand hat die Annahme wahrscheinlich gemacht. dai 
seiner Funktion nach verschiedenen Muskeln ein verschiedenes Acet 
aldehydbildungsvermégen eigen ist. Um das klarzustellen, haben wir 
Untersuchungen mit den weiben und roten Muskeln von ein und 
demselben Tiere gemacht. Diese Untersuchungen haben unsere An- 
nahme bestatigt, obwohl der Unterschied in Hinsicht der Acetaldehyd 
bildung in den weiBben und roten Muskeln ein und desselben Ver 
suchstieres nicht so bedeutend ist, wie man nach dem bei der Autolyse 
der Muskeln von Tauben und Hiihnern erhaltenen Unterschied hitte 
erwarten kénnen. Dieser Unterschied ist aber ein sehr konstanter 
was die Richtigkeit unserer Annahme beweist. 

Unsere Versuche (s. die dritte Versuchsreihe) ergaben folgende 
Resultate: Bei der Autolyse der weiBen Muskeln von Hiahnen und 
Hiihnern (Brustmuskel) ist die Acetaldehydbildung gleich 0,7 bis 
1,2 mg pro 100g Muskelsubstanz, wogegen die in den roten Muskeln 
derselben Versuchstiere viel gréBere Werte (1,60 bis 1.80 mg) aufweist 


8. Versuchsreihe. 


Acetaldehydbildung bei der Autolyse weiBer Muskulatur (Brust 
muskulatur) und roter Muskulatur (Beinmuskeln) der Hiihner. 


1. Hahn: 
40 g Muskelbrei (Beinmuskeln), Acetaldehyd (pro 100g) . . . . 1,8 mg 
40g a (Brustmuskeln), - C- Se s 1s wo ee Oe 
2. Hahn: 
40 g Muskelbrei (Beinmuskeln), Acetaldehyd (pro 100g) . . . . 1,6 mg 


40¢ * (Brustmuskeln), a ta See es oar ap 
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Die Tatsache, daB bei der Autolyse von weiben und roten Muskeln 
ungleiche Mengen von Acetuldehyd gebildet werden, scheint uns als 
Hinweis auf das Vorhandensein einiger Verschiedenheiten im Verlauf 
und in der Intensitat der fermentativen Prozesse in diesen beiden 
Muskelarten nicht ohne Interesse zu sein. Dabei muB darauf hingewiesen 
werden, daB die bei der Autolyse von weiBen und roten Muskeln der 
Vogel entstehenden Milchsiuremengen ebenfalls verschieden sind 
(Versuche von Schmitt-Krahmer (3))}. 


Um weiter in die Verschiedenheiten im Verlauf und in der [ntensitat 
der fermentativen Prozesse in weiBen und roten Muskeln einzudringen, 
haben wir die Faihigkeit dieser Muskelarten zum l’mwandeln der Brenz- 
traubensdure in Acetaldehyd, d. h. die Leistungsfihigkeit der Carb- 
oxylase in beiden Muskelarten, untersucht. 


Wie bei der Untersuchung der Umwandlungen, welche die brenz 
traubensauren Salze bei ihrem Hinzufiigen zu tierischen Geweben erfahren, 
so auch bei ihrer Vergirung durch Hefe hat man damit rechnen miissen, 
daB die Brenztraubensaéure auf das Leben der Zellen schadlich wirkt, und 
daB diese Wirkung auf die eine oder andere Weise unschadlich gemacht 
werden mu; dies ist statt Anwendung der Brenztraubenséure durch ihre 
neutralen Salze, durch Beimengen von Puffern usw. erreicht worden. 
Neuberg und Mitarbeiter (4) geben Borate, Phosphate und Acetate an; 
besonders die beiden letzteren haben sich sehr bewaihrt. Phosphate haben 
dann auch Haehn und Glaubitz (5) benutzt. Befriedigende Resultate (15 bis 
20°, im Laufe von 24 Stunden abgestorbene Hefezellen) haben die ge- 
nannten Autoren ferner bei Anwendung von Lysin und Glykokoll erhalten 
und empfehlen ihre Anwendung zu Zwecken der Vergirung der Brenz- 
traubenséure durch Hefe. 


Der Umstand, daB die Vergérung von brenztraubensaurem Kalium 
nicht immer in dem Umtang erzielt werden kann, den die Theorie voraus- 
sieht, ist von Newberg dudureh aufgeklart, daB die Brenztraubenséure 
verschiedene Strukturformeln besitzt, die Wirkung der Carboxylase sich 
aber nur auf Keto- oder Enolformen erstreckt. Der Ubergang der einen 
isomeren Form in die andere kann nach Cl. Fromageot (6) bei einer be- 
stimmten Wasserstoffionenkonzentration stattfinden. Hinzu kommen die 
sekundaren Verinderungen, die der Acetaldehyd erleiden kann. 


Da die giftige Wirkung der Brenztraubenséure auf lebende Zellen 
zum Teil dadurch erklart ist, daB bei ungeniigender Pufferung das py in 
der Richtung der sauren Reaktion verschoben wird, haben wir uns immer 
des Natriumsalzes der Brenztraubensaure bedient, was auch gleichzeitig 
einen PufferiiberschuB ausschloB. Das brenztraubensaure Natrium wurde 
ex tempore durch Neutralisation der Brenztraubensaure durch n/10 Natron- 
laugelésung (bis zu neutraler Lackmusreaktion) kereitet. Die elektro- 
metrische py-Bestimmung der Muskelgewebesuspension gab gleiche Werte 
wie in der Portion mit zugefiigten| brenztraubensauren Natrium, so auch 
in der Kontrollportion. 


Die Versuchsbedingungen waren immer die gleichen: Die zur Analyse 
kommenden Muskeln wurden zerkleinert, verrieben und in zwei Portionen 


6* 








ae 








S84 A. Utewski: 


geteilt; zur einen Portion wurde n/20 brenztraubensaures Natrium hi: .) 
gefiigt, die andere diente zur Kontrolle. Das Muskelgewebe wurde in Tyr |e. 
lésung gebracht: als Puffer diente eine Mischung von primaren und sek iin 
daren Phosphaten (pq = 7), als Antisepticum das Toluol, als Abfangmit te! 
diente das Calciumsulfit. Die Muskeln wurden 18 Stunden lang im Brit 
schrank bei einer Temperatur von 40° C autolysiert, worauf die quantitat iv 


Acetaldehydbestimmung nach der Methode von Newherg und Gottschalh (2 
erfolgte. 

Zuerst wurde festgestellt, ob eine Steigerung der Acetaldehy« 
bildung in Brustmuskeln von Tauben bei Hinzufiigen von brenz 
traubensaurem Natrium stattfindet und wie groB sie ist. 

Wie man aus den Protokollen der vierten Versuchsreihe ersehe» 
kann, sind die Mengen von Acetaldehyd in den Portionen mit Brenz. 
traubensaure betrichtlich gréBer; namentlich statt der Kontrollwerte 
von 4 bis 4,7 mg sehen wir die Werte von 8,57 bis 9 mg usw.; d. h. findet 
man eine Verdoppelung, oder, in einigen Fallen, sogar eine noch be 
deutendere Vergroberung. 


4. Versuchsreihe. 
Brustmuskulatur der Tauben. 
Beeinflussung der Acetaldehydbildung durch brenztraubensaures Na. 
1. 40 ¢ Muskelbrei + 10 cem CH,COCOONa (n/20), Acetaldehyd 


(pro 100g) eee Sot oh oh ‘ 9,0 ma 
40g Muskelbrei (Kontrolle), Acetaldehyd (pro 100g). . . . 4,7 
2. 40 ¢ Muskelbrei + 10 cem CH,COCOONa (n/20), Acetaldehyd 
(pro 100g) . ae Or ee ee ee 07 
40 g Muskelbrei (Kontrolle), Acetaldehyd (pro 100g). . . . . 495 . 
3. 35 ¢ Muskelbrei + 10 com CH,COCOONa (n/20), Acetaldehyd 
i Ose .. 


See Mee 3s « 6 oe ae ne Se Se ee 8 
35 g Muskelbrei (Kontrolle), Acetaldehyd (pro 100g)... . 4,14 , 


4. 35 ¢ Muskelbrei + 10 ecm CH,COCOONa (n/20), Acetaldehyd 


ee eeens sw +, 6 © 6, 


singeess ’ 2% 9.4 
35 g¢ Muskelbrei (Kontrolle), Acetaldehyd (pro 100g) . . . . 3.8 





Die Versuche an Kaninchen haben negative Resultate ergeben 
das Hinzufiigen von brenztraubensaurem Natrium zum Muskelgewebe 
(weiBe Muskeln) dieser Tiere hat die Acetaldehydbildung nicht ge- 
fordert. Wie man aus den Protokollen der fiinften Versuchsreilie 
ersieht, sind die Acetaldehydmengen in beiden Portionen vom Muskel. 
gewebe die gleichen (0.74 und 0,74; 1,0 und 1,0). 
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5. Versuchsreihe. 


WeiBea Muskulatur der Kaninchen. Beeinflussung der Acetaldehyd- 
biidung durch brenztraubensaures Na. 


|. 35 ¢@ Muskelbrei + 10 cem CH,COCOONa (n 20), Acetaldehyd 


(ee ee ee ee ea ee ee ee 
35 g¢ Muskelbrei (Kontrolle), Acetaldehyd (pro 100g). . . . 0.74 

2, 40 ¢ Muskelbrei + 10 cem CH,COCOONa (n /20), Acetaldehyd 
eS ee ee a a eae 
40 ¢ Muskelbrei (Kontrolle), Acetaldehyd (pro 100g)... . 10 


Analoge Resultate haben wir auch bei der Analyse der weiben 
Muskeln (Brustmuskeln) von Hahnen und Hiihnern erhalten, wie man 
aus den Protokollen der sechsten Versuchsreihe ersehen kann; auch 
in diesen Fallen hat das Beimengen von brenztraubensaurem Natrium 
die Acetaldehydbildung nicht stimuliert. 


6. Versuchsreihe. 


WeiGBe Muskulatur von Hahnen (Brustmuskulatur). Beeinflussung der 
Acetaldehydbildung durch brenztraubensaures Na. 


|. Hahn. 40 g Muskelbrei + 10 cem CH,COCOONa (n/20), Acet- 
See Gee PORE oS EN 5 ee er eins Qiay 


40g Muskelbrei (Kontrolle), Acetaldehyd (pro 100g). . . . 0,75 


2. Hahn. 40 g Muskelbrei + 10 com CH,COCOONa (n 20), Acet- 


aldehyd (pro 100 g) “%* 1,28 
40g Muskelbrei (Kontrolle), Acetaldehyd (pro 100g). . . . 1,3 
3. Hahn. 40 g Muskelbrei + 10 cem CH,COCOONa (n/20), Acet- 
Ce CE. «noes « «4 me es 8 5 8 eg 8 
40g Muskelbrei (Kontrolle), Acetaldehyd (pro 100g). . . . 0,88 
4. Hahn. 40 g Muskelbrei + 10 com CH,COCOONa (n 20), Acet- 
aldehyd (pro 100 g) er eae 0,75 
40 g¢ Muskelbrei (Kontrolle), Acetaldehyd (pro 100g)... . 0,74 


Sei es wegen Mangels an Carboxylase oder aus anderen Griinden, 
das brenztraubensaure Salz ist bei der Autolyse der weifen Muskeln 
jedenfalls nicht in merklichen Mengen in Acetaldehyd iibergegangen. 


Da die an Tauben erhaltenen Resultate des Uberganges des brenz- 
traubensauren Natriums:in Acetaldehyd nicht mit denen verglichen 
werden, welche von anderen Versuchstieren (Kaninchen, Hiihner) 
erhalten sind, haben wir, um in endgiiltiger Weise das ungleiche Ver- 
halten zu brenztraubensauren Salzen der roten und weiben Muskeln 
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zu priifen, parallele Untersuchungen an roten und wei®en Musk«ly 
der Hahne gemacht. F 

Aus den Protokollen der sechsten Versuchsreihe ersieht =m.» 
daB bei der Autolyse der weiBen Muskeln von Hihnen kein Ubergung 
des brenztraubensauren Natriums in Acelaldehyd erfolgt; in den Proto. 
kollen der siebenten Versuchsreihe sind die Resultate der Untersuchunyen 
der roten Muskeln von Hahnen dargestellt. 


7. Versuchsreihe. 
Rote Muskulatur von Habhnen (Beinmuskulatur). Beeinflussung de: 

Acetaldehydbildung durch brenztraubensaures Na. 

1. Hahn. 35 g Muskelbrei + 10 com CH,COCOONa (n/20), Acet- 
i Ee ee ate be eed ki te ke a Olle 
35g Muskelbrei (Kontrolle), Acetaldehyd (pro 100g). . . . 1,88 .. 

2. Hahn. 40 g Muskelbrei + 10 com CH,COCOONa (n/20), Acet- 
aldehyd (pro 100g) ae ss Se 
40 ¢ Muskelbrer (Kontrolle), Acetaldehyd lien 100 g) “sas ee 

3. Hahn. 40 g Muskelbrei + 10 com CH,COCOONa (n/20), Acet- 


aldehyd (pro 100 g) me a ee » Bf 

40 ¢ Muskelbrei (Kontrolle), Acetaldehyd (pro 100g)... . 1,74 
4. Hahn. 40 g Muskelbrei + 10 ccm CH,COCOONa (n ww Acet- 

aldehyd (pro 100g)... . . ~~ 

40 ¢ Muskelbrei (Kontrolle), peaennre hyd kien 100 g) a: a 


In allen diesen Versuchen stimulierte das hinzugefiigte Natrium 
pyruvinat die Acetaldehydbildung, und statt der Kontrollwerte von 
1.25 bis 1.88 mg pro 100g Muskelsubstanz sehen wir Werte von 2.5 
bis 5 mg, also eine Steigerung der Acetaldehydbildung um 100°, ond 
sogar mehr. 

Aus allen unseren Untersuchungen folgt, dai weibe und rote 
Muskeln eine ungleiche Fahigkeit zum Uberfiihren der Brenztrauben 
siure in Acetaldehyd besitzen; nur den roten Muskeln von Héahnen 
und der Brustmuskulatur der Tauben kommi das Vermégen zu, Acel 
aldehyd aus der Brenztraubensiure zu bilden, den weifen Muskeln 


dagegen nicht. 


Es bleibt iibrigens noch zu bemerken, daB die Frage iiber das Ver. 
mégen des Muskelbreies, die Brenztraubenséiure und ihre Salze in Acet- 
aldehyd und CO, carboxylatisch zu spalten, noch offen steht. 

Indem M. Tschernorutzki (7) bewiesen hat, daB die zum Muskel- uni 
Leberbrei zugefiigte CH,COCOOH und CH,COCOONa aus der Lésuny 
verschwinden und daB CO, dabei gebildet wird, und Gottschalk (8) gefunden 
hat, daB brenzt raubensaure s Natrium die Acetaldehydbildung bei Autolyse 
des Leberbreies stimuliert, sind andere Forscher zu entgegengesetzten 
Resultaten gelangt. Namentlich Simon und Aubel (10) sind der Meinung. 
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dat die Brenztraubenséure von dem Muskelbrei nur adsorbiert wird. 
Wieland (9) hat festgestellt, daB CO, bei Zufiigung von Brenztraubenséure 
nur im Leberbrei gebildet wird, und Meyerhoj (11) vermutet, daB die 
carboxylatische Funktion in der Regel mit der intakten, unverletzten 
Struktur des Muskels verbunden ist. 

Die Acetaldehydmengen, welche bei der Autolyse aus der Brenz- 
traubenséiure gebildet werden, sind tatsiichlich sehr gering und stellen 
einen nur sehr kleinen Prozentgehalt von der theoretisch méglichen Bildung 
von Acetaldehyd aus zugefiigten Pyruvinaten dar. 

Wir haben eine Reihe von weiteren Untersuchungen unternommen, 
die erwiesen, daB, obwohl die zugefiigte Brenztraubenséure in bedeutend 
groBeren Mengen bei Autolyse der Muskelgewebe verschwindet, wahr- 
scheinlich der gréBte Teil davon einer nicht carboxylatischen Spaltung 
unterliegt und andere chemische Umwandlungen durchliuft. 

Diese Untersuchungen wurden unter Leitung von Herrn Prof. Dr. 
Alexander Palladin ausgefiihrt, wofiir ich meinen tiefsten Dank ausspreche. 


Zusammenfassung. 


1. In weiSen Muskeln von Kaninchen. Hiihnern und Hahnen 
werden kleine Mengen Acetaldehyd gebildet (etwa | mg pro 100g 
Muskelgewebe), geringere als in den roten Muskeln. 

2. WeiBe Muskeln von Kaninchen und Hahnen besitzen nicht 
die Fahigkeit zum Uberfithren von brenztraubensaurem Natrium in 
Acetaldehyd. 

3. Rote Muskeln dieser Tiere und Brustmuskeln der Tauben 
dagegen besitzen diese Fahigkeit. 
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Zur Frage der Struktur der Haimoglobinmolekel. 


l. Mitteilung: 
Die N-Verteilung in der Himoglobinmolekel des Pferdebluts'. 


Von 
A. Poljakow. 


(Aus dem Laboratorium fiir biologische Chemie an der Kasaner Staatliche: 
Universitat.) 


(Eingegangen am 26. September 1928.) 


Die Frage nach der Struktur der Hb-Molekel ist eng verkniipf: 
mit der anderen nach der Einheitlichkeit des Hb, einer Frage, die sich 
vorlaufig noch keiner festen Begriindung erfreut, da in der Literatur 
die Stimmen dariiber geteilt sind. 

Es sei mir gestattet, einige Tatsachen namhaft zu machen, dir 
meines Erachtens fiir Ungleichartigkeit des Hb sprechen. Ein von 
Dozenten der Kasaner Universitat Gussew*? angestellter Versuch mit 
Immunisierung von Kaninchen mittels Hb zeigte die Méglichkeit 
spezifische Prazipitine mit hohem Titer zu erlangen. und weiter beo! 
achtete ich an Globinlésungen aus dem Blute eines Pferdes, einer Kuh 
sowie einer Taube — Lésungen, die an prozentualem Gehalt wie im 
aiuBeren Aussehen vollig gleich waren, — in Woodschen Strahlen eine 
vollkommen verschiedene Fluoreszenz. 

NaturgemaB ist anzunehmen, daB der biologischen und physikali- 
schen Verschiedenheit des Hb eine Ungleichheit der Molekelstruktur 
zugrunde liegen mu; daraus folgt ganz natiirlich auch die Notwendig 
keit, die Struktur des Hb aus dem Blute verschiedener Tiere zu 
ergriinden. 

Als Untersuchungsobjekt wahlte ich Pferdehamoglobin als da- 
bisher am meisten erforschte. In der Annahme, dab die Differenze: 


’ Vortrag auf dem 5. Mendeleje//-Kongreb. 
* A. D. Gussew, Kasaner Med. Zeitschr. 1927, Nr. 8 (russisch). 
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in den Analysenbefunden meiner Vorganger vor allem auf ungeniigender 
Reinheit des Praparats beruhen, bemiihte ich mich, letzteres in méglichst 
remem Zustande zu erhalten. Ich stellte das Hb nach Hoppe-Seyler 
her, wobei sich bei der Priifung auf Reinheit wortiber unten noch 
die Rede sein wird — herausstellte, daB die in der Literatur eingebiirgerte 
dreimalige Kristallisation ungeniigend und eine zum mindesten fiinf- 
malige Umkristallisierung erforderlich war. Um héchstmégliche Reinheit 
zu erlangen, wurde besondere Sorgfalt auf die Waschung der Kristalle 
verwandt, indem der kristallinische Brei auf der Zentrifuge mit einem 
Gemisch von Alkohol und Wasser (4 Teile Wasser und | Teil Alkohol) 
mehrfach gewaschen wurde. Auf diese Weise lieBen sich fast das ganze 
Stroma und durchweg die anhaftenden Serumteile entfernen; die 
Reste vom Stroma wurden endgiiltig durch Zentrifugieren der Kristall 
lisung vor dem Unmbkristallisieren entfernt, mit Ausnahme der zwei 
letzten Kristallisationen, wo die Lésung auf das Papierfilter gebracht 
wurde. Im Sol war auBer Fe nichts zu entdecken. 


Zur Bestimmung der Reinheit des Praparats bediente ich mich 
des Sahlischen Haimometers, in welchem bekanntlich als Standard- 
griBe eine salzsaure Hamatinlésung funktioniert. Die Lésung der 
Hb-Kristalle der jeweiligen Kristallisation wurde mit n/2 HCl be- 
handelt und im NSahli-Apparat kolorimetrisch bestimmt; gleichzeitig 
wurde in einer besonderen Probe die Konzentration der Lésung fest- 
gestellt. 

Die Berechnung wurde in nachstehender Weise angestellt : 


Die Hb-Menge (Einwage) in einer gegebenen Verdiinnung n gab st, 
oder eine a°,ige Hb-Lésung gab nest, daraus folgt, daB eine 100° ,ige 
Hb-Lésung zst gibt. Das véllige oder annahernde Gleichbleiben der letzteren 
Ziffer diente nun in den folgenden Kristallisationen als Kriterium der 
Reinheit. 

Z. B. vierte Kristallisation; Konzentration einer Lésung von | cem 


0,021 g, verdiinnt 8,3mal, Prozent der Lésung 2,1°.,. 


0,021 g¢ Hb = 8,3 = at, 
2,1% = 83 st, 
100°, == 415 st. 

Das solchergestalt gewonnene Hb wurde an der Luft getrocknet, zer- 
kleinert und fiir die Analysen im Luftbad bei 100 bis 110°C bis zum 
konstanten Gewicht getrocknet, mit schlieBlicher Nachtrocknung im 
Abderhaldenschen Apparat. 

Die Elementaranalyse lieferte nachstehende Ergebnisse : 

0.1367 g Hb gaben 0,2726 CO, = 54,32°, C, 
0,0909 H,O = 7,09°, H. 


0,1516g¢ Hb gaben 60,3020 CO, = 54,36°, ©, 
0,0978 H,O = 7,3°, H. 
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Der Stickstoff wurde nach Kjeldahl bestimmt: 
0.2370 ¢ Hb gaben 0,040626 = 17,10% N, 
0,1784g¢ Hb ,, 0,03086 = 17,29%, N: 

nach Dumas: 

0.1283 ¢ Hb gaben 0,022088 = 17,29° N. 


Fe und 8: 


1.9112 ¢ Hb gaben 06,0123 Fe,0O, = 0,08603 Fe = 0,45% F. 
0.0714 BaSO, = 0,00978 S = 0,51% & 
3.0346 ¢ Hb gaben 0.0196 Fe,O, = 0,013708Fe 0,449 9% by 
0.1129 BaSoO, 0.01551 S = 0,51% & 


Fe wurde noch durch Titration mit n/l00 KMnO, nach Reinhard 
Zimmermann bestimmt. 

2,23 g Hb erfordern 18,5 cemn/100 K MnO, 0.013415 Fe = 0,46°, Fy 
Mithin ist die elementare Zusammensetzung des Hb durchschnittlich de) 
nachstehende : 





c H N Fe s 
4,34 7,2 17,22 0,455 0.51 


Das Praparat wurde der Hydrolyse im Autoklaven in einer 1 °oigen 
HC1-Lésung bei 6 Atm. Druck wahrend 5 bis 6 Stunden unterworfen. Nac} 
einer derart andauernden Hydrolyse war die Biuret-Reaktion negatiy 
Die Volistandigkeit der Hydrolyse wurde mittels Bestimmung des Amino-\ 
nach Sdérensen und vorheriger Entfarbung mit AgNO, gepriift. Es ergab 
sich, daB die Amino-N-Menge im Laufe einer vierstiindigen Hydrolyse bei 
5 Atm. die Maximalwerte erreicht '. 





3 Stunden 4 Stunden 5 Stunden 6 Stunden 


%/oN oN % N 1 N 
5 Atmospharen . 7,2 8,0 8,1 8,3 
6 Atmosphiaren . 78 8,2 8,2 


Parallel dazu wurde auch NH, bestimmt, was den konstanten Wert 
von etwa 0,2°, (0,4 bis 0,5 cem H,SO, = 0,49378°,.,) ergab. Hydrolysiert 
wurden in jeder Portion 3g Hb. 

Zur Feststellung der Verteilung des N im Hb-Molekiil bediente ic! 
mich des van Slykeschen Verfahrens, das hier kurz beschrieben sei. 





Behufs Bestimmung des NH, wurde letzteres mit einer 10% igen 
Ca(OH),-Suspension unter Druckverminderung bei 40°C abdestilliert 
Den Melaninriickstand versuchte ich anfangs ebenfalls nach van Slyk« 
im Niederschlag nach der Destillation des NH, zu bestimmen. Der 
Ca(OH),-Uberschu8 zieht allerdings die sogenannten Melaninstoffe gut 
und vollstandig in den Niederschlag hinein, allein bei der Bestimmung 


! N berechnet in Prozenten der Einwage. 
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ua ti Kjeldahl erschwert die sich ergebende recht grobe Ca SO,-Menge die 
Oxvdation und besonders das Kochen bei der Destillation des NH,; 
daher ging ich zur Filtration der Melaninst offe durch einen Saugtrichter iiber, 
filirierte das Filtrat noch einmal durch dasselbe Filter, wusch den Riick- 
stand bis zum Verschwinden der Reaktion auf Cl und brachte das Filter 
mit dem Riickstand vermischt in ein Kjeldahlsches Kélbchen, woselbst 
er mit 20cem H,SO,, spez. Gew. 1,84, sowie mit einem Zusatz einer geringen 
CuSO, und HgO-Menge versetzt wurde; letzteres Verfahren kam in seinen 
Ergebnissen dem van Slyke schen sehr nahe, war aber weit bequemer als dieses. 


Der Riickstand an Melaninstoffen wurde aus der gesamten, nach der 
Probeentnahme fiir die NH,-Bestimmung zuriickgebliebenen Menge des 
Hydrolysats abfiltriert. Zum Filtrat vom Melaninriickstand ~ Waschwasser 
wurde eine Ca(OH),-Suspension bis zur Alkalireaktion getan und behufs 
Entfernung des NH, im Wasserbad wihrend 1 Stunde erhitzt, worauf 
der ausgefallene Niederschlag abfiltriert, das Filtrat auf ungefaihr 100 com 
eingeengt und in einen 200 ccm fassenden Erlenmeyerkolben gegossen 
wurde; hierzu kamen dann 18 cem HCl, spez. Gew. 1,19, und 15 g Phosphor- 
wolframsiure. Der Kolben wurde ins siedende Wasserbad gestellt und 
bis zur Lésung des Niederschlags erhitzt. 


Nach vollstandiger Lésung des Niederschlags wurde der Kolben 
herausgenommen und 48 Stunden lang zwecks volistandiger Fallung der 
Diaminoséuren stehengelassen. Nach Ablauf dieser Zeit wurde der Basen- 
rickstand durch einen kleinen Saugtrichter (etwa 7c¢m Durchmesser) 
abfiltriert und auf dem Filter (10- bis 15mal) mit 10 cem auf 0° abgekiihlter 
Waschfliissigkeit, die aus 2,5°, Phosphorwolframsiure in einer 3,5 °,igen 
HCl-Lésung bestand (bis zum Verschwinden der Ca-Reaktion) gewaschen. 
Das Reagens auf Ca besteht aus einer Oxalsiurelésung in 3°,iger NaOH. 


Der basische Phosphorwolframniederschlag wurde vom Filter sorgfaltig 
in einen 500 cem fassenden Teilungstrichter gespiilt, mit HCl angeséuert 
ind zwecks Lésung der Phosphorwolframsaéure mit einem Gemisch, aus 
(mylalkohol und Athylather zu gleichen Teilen bestehend, ausgezogen, 
wie das van Slyke empfiehlt, der die von Winterstein und Jacobs vor- 
geschlagenen Verfahren fiir die Extrahierung der Phosphorwolframsiure 
kombinierte. Hierbei kam die Phosphorwolframsaure in der Ather-Alkohol- 
lésung in Gestalt einer éligen gelben Fliissigkeit nach oben, unten war die 
wasserige saure Lésung der Basen; letztere wurde abgeschieden und mit 
neuen Portionen des Ather-Alkoholgemisches mehrmals ausgezogen, wahrend 
die Ather-Alkohollésung der Phosphorwolframsiure mehrere Male die 
gleiche Behandlung mit Wasser erfuhr. Samtliche wasserigen Portionen 
wurden gesammelt und auf ein geringes Volumen eingeengt, in einen 
i0cem fassenden MeBkolben gebracht und mit Wasser bis zur Marke 
aufgefiillt. So wurde eine Diaminosdurelésung erzielt, die gleich war det 
Menge des angewandten Stoffes minus der fiir die Bestimmung des NH, 
entnommenen Menge. 


25 cem dieser Lésung wurden zur Bestimmung des Arginin-N genommen, 
was mittels Abdestillierung des N in Gestalt von NH, geschah. Zur Losung 
(25cem) wurden 12,5g KOH (festes) gefiigt, einige Porzellankiigelchen 
hineingetan und das Ganze wahrend 6 Stunden mit umgewandtem Kuhl- 
apparat, dessen Oberteil mit dem Empfanger, in dem sich n 10 H,SO, 
in einer Menge von 15 ccm betand, verbunden wer, gekocht. Nach der 
Menge der gebundenen Saéure wurde nun die Arginin-N-Menge berechnet. 








ee ee a 
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wobei sich durch den Versuch feststellen lieB, daB unter diesen Bedingur ve 
sich lediglich die Halfte des Arginin-N abspaltet, d. h. das gesamte Arginin-\ 
gleich der doppelten Menge des bei der Bestimmung sich ergebenden N js; 
Die Bestimmung wurde in einem Kjeldahischen Koélbchen von 100 cc 
ausgefiihrt. 

Die nach dem Abdestillieren des Arginin-N verbleibende Fliissigkey 
wurde in einen groBen (500 ccm haltenden) AKjeldahischen Kolben gefiill: 
hierzu 35cem H,SO,, spez. Gew. 1,84, und etwa 0,25 g CuSO, gefiig: 
und zur Oxydation gebracht ; nach Entfarbung der Lésung wurde in iiblichen 
Verfahren NH, in eine titrierte H,SO,-Lésung iibergetrieben; die Meng 
der durch NH, gebundenen Kubikzentimeter + der Menge der durch das 
NH, aus dem Arginin gebundenen Kubikzentimeter multipliziert mi: 
0,0028 (fiir n/10 H,SO,) ist gleich der Menge des gesamten Diamin 
siure-N. 

Ferner wurden zur Bestimmung des Cystins 10 cem der Lésung (vo 
denselben 50 ccm) in eine kleine Porzellanschale gebracht und 5 ce: 
Denissches Reagens hinzugefiigt. (Denissches Reagenz: 25 g kristallinisches 
Cu(NO,),, 10g NH,NO, und 20 g NaCl in 100 com Wasser.) Das Gemise! 
wurde zur Trockne verdampft und der Riickstand bei Hellrotgluttemperat 
10 Minuten lang gegliiht und darauf in l0cem 10% iger HC! gelést. 


In dieser mit Wasser auf 150 ccm gebrachten Lésung setzte sich nu 
der 8 des Cystins nach Zusatz von BaCl, ab. Nach den Befunden van Slyke: 
ist jedes Milligramm des erzielten BaSO, = 0,06 mg Cystin-N. In 10 cen 
der Diaminoséurelésung wurde die Menge des Amino-N nach van Slyke be 
stimmt. 

Auf diese Weise wurde in der Dia minosaurelésung die N -Gesamtmenge 
des Amino-, Arginin- und Cystin-N — bestimmt; die Differenz zwische: 
dem Gesamt- und dem Amino-N ist gleich dem Nicht-Amino-N, der zu dr 
Vierteln aus Arginin- und zu zwei Dritteln aus Histidin-N besteht. 


Auf Grund dieser Daten wurde die Histidinmenge berechnet, die gleic! 
ist dem um die *, des Arginin-N verminderten, mit */, multiplizierte: 
Nicht-Amino-N. 

Der Lysin-N war gleich dem Rest vom Gesamt-N der Diaminoséuren 
dem Arginin-, Histidin- und Cystin-N. Aus der N-Menge wurde auch «lr 
Menge der entsprechenden Diaminoséure errechnet. 


Das Filtrat vom basischen Phosphorwolframriickstand wurde aut 
ein kleines Volumen eingeengt und in einen 100 ccm fassenden MeBkolbe: 
gebracht, woraus 20 cem zur Bestimmung des Gesamt-N der Monoamino 
siuren — die Bestimmung wurde nach Kjeldahl gemacht und 10 cen 
zur Bestimmung des Amino-N nach van Slyke genommen wurden. 


Die Differenz nach Abzug des Amino-N vom Gesamt-N ist gleich den 
Imid-N oder dem Prolin-, Oxyprolin- und Tryptophan-N. 


Fiir die Hydrolyse wurden 3,0 g in einem Kolben mit 100 cem 1°, ige: 
HCl behandelt und in den Autoklaven gestellt. Nach Beendigung de: 
Hydrolyse wurde der Kolbeninhalt in einen 200 cem fassenden Me®Bkolben 
abgegossen und bis zum Strich mit’ Wasser aufgefiillt; auf diese Weise 
ergab sich ein Hydrolysat = 1,5%iger Hb-Lésung. Nachstehend bringe 
ich die Verteilung des N im Hydrolysat des von mir untersuchten Pferde 
hamoglobins. 
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Melanin-N. (H,SO, 0,53% I 0,001 51 *.) l. und 2. Probe 
2.63 Hb**. 3. Probe 2,16 Hb. 
1. 18,7 cem 0,028 287 1,06°,. 
2 0,027 482 1,04%,. 
a ee es 0.0227 = 1,05%. 
(Ein Teil des Hydrolysats war verloren gegangen.) 


Ammoniak-N. (H,SO, 0,49378°%, I 0.00141.) 25 Hvydrolysat- 
proben = 0,375 Hb. 
l. 
2. 0 cem 0,000 7005 0,19°,. 
3. 


- 
te te sa 


Gesamt-N der Monoaminosduren. 1. und 2. Probe = 0,526 Hb. 3. Probe 
0,432 Hb. (H,SO, 0,53°%.) 


l. 31,8 cem — 0,04801 0.2%. 
3. wae ws 0,048 169 9,15%. 
o.. SS 0,038 958 9,02 %,. 
Amino-N der Monoaminosduren nach van Slyke. Warometerdruck 


763 mm, 22°C. 9,5cem Lésung. 1. und 2. Probe 0.25 Hb. 3. Probe 
0,205 Hb. 


1. 34.8 com OOL9TI4A N 7.88%. 
2. 34.5 .. = 0,019487 N 7.79%. 
3. 21,1 .. = 0,015862 N 7,81 %. 


Prolin-, Oxyprolin-, Tryptophan-N. 


i. 1,22 %. 
2. 1,36 %,. 
3. 1,21 %. 


Gesamt-N der Diaminosduren. (H,SO, 0,53°,.) 1. und 2. Probe 
1,31 Hb. 3. Probe 1,08 Hb. 
1. 30.8cem = 0,0924 N 7,05 %. 
o,. Bae & 0.0921 N 7,03 °,. 
3. 25,3 ,. = 0,0750 N 7.00°... 
Amino-N der Diaminosduren nach van Slyke. Barometerdruck 758 mm, 
21° 95cem Lésung. 1. und 2. Probe = 0,5 Hb. 3. Probe 0.41 Hh. 
l. 26,7 cem O.OL508 N 3,01°.. 


3. 26,4 ,, 0.01491 N 2,98 %. 
3. 20,4 ., 0,011 586 N 2.8%. 
Arginin-N. 1. und 2. Probe 1.31 Hb. 3. Probe 1.08 Hb. 


(H,SO, 0,53°%, 1 = 0,003 Arginin-N.) 
l. 8.3 cem 0.02483 N l 
BS Ga ws 0.02751 N 2, 
& Ue 2 = 0.0231 N 2 


* Der Séuretiter ist auch in den weiteren Punkten angegeben. 

** Die Ziffern bezeichnen die Gewichtsmenge, die der zur Untersuchung 

genommenen Hydrolysatmenge entspricht. Es geschieht das behufs grélerer 
Bequemlichkeit der Berechnungen. 











Nicht-Amino 


Histidin-N 


Cystin-N. 1. 


Lysin-N. 


Behufs gréBere 


A. Poljakow : 


1 = '4,04%. 
2. 4,02°,. 
3 4,07 °%. 

2 des Diaminosduren-Nicht-Amino-N — *,. 
1. 4,04 — 1,4 = 2,64; 2,64 x 3/, = 3,81%. 
2. 4,02 1,57 = 2,45; 2,45 x */, = 3,67%. 
3. 4,07 — 1,57/= 2,50; 2,50 x */, = 3,75% 
und 2. Probe'= 0,526 Hb. 3. Probe = 
1. 0,0123 Ba SO, 0,000738 Ni 0,14°,. 
2. 0,0123 BaSO, = 0,00075 'N’= 0,142°,. 


3. 0.0102 BaSO, 


l = 134%. 
2. = 1,07%. 
3. = 1,00%. 


r Anschaulichkeit sind die 


stehender Tabelle zusammengefaBt. 


-N der Diaminosduren. 


0,000 612'N | = 0,141 % 


Analysene 





0,432 Hb. 


rgebnisse in nac! 





Gesamt-N des Hb . 


Melanin-N 


Gesamt-N der Aminoeauren 


Ammoniak-N . 


Gesamt-N der Monoaminosiuren 


Amino-N . 
Imid-N 


Gesamt-Diamino-N 


Amino-N . 
Arginin-N 
Histidin-N 
Cystin-N 
Lysin-N 


Daher betraigt die durchschnittliche Menge 


des Arginins 

Histidins 
.» Cystins 
» Lysins. 


1.06 


0,19 
91 

7.88 
1,22 
7.05 
3.01 
1.9 

381 
0.14 
1,2 


I Il 
17.22 — 
1,04 1,05 
16,17 
0,19 0.19 
9,15 9,02 
7.79 7,81 
1.36 1,21 
7.03 7.0 
2,98 2.8 
2.1 2.1 
3.67 3,75 
0,142 0,141 
1,12 1,01 


(in Prozenten) 
6,25 
13,78 
1,2 


5,76 


Aus den von mir bei der Untersuchung der Verteilung des N in 
der Pferdehamoglobinmolekel erlangten Resultaten glaube ich nach 
stehende Schliisse herleiten zu kénnen. 


1. Der sogenannte Melaninniederschlag im Hb-Hydrolysat stamm 
Nach den Angaben von Lecanw 


fast ausschlieBlich vom Hiamatin. 











Hb. 


in nace! 


Mitte! 


1.05 


0,19 
9,09 
7,82 
1,26 
7,02 
2,93 
20 
3,74 
0,141 
1,11 


s N in 
/ nach 


tamm! 
CAN? 





Struktur der Hamoglobinmolekel. 1. Ww 


Lawrow® schwankt die Hamatinmenge im Blute der ver- 
Im vorliegenden Falle 


Schulz}, 
schiedenen Tiergattungen zwischen 4 und 5%. 
macht der N des Melaninniederschlags etwa 6°, des gesamten Hhb-N 
Beachtet man, da8 ein Teil des Melanin-N vom Globin stammt. 
in dem es in sehr geringer Menge vorhanden ist, so wird man die von 
mir ausgesprochene Vermutung durchaus natiirlich finden. 


aus 


2. Die von mir fiir die N-Verteilung im Hydrolysat des Pferde- 
hamoglobins gewonnenen Untersuchungsresultate lassen sich am 
ehesten und einfachsten mit den Befunden Hausmanns und nur 
hinsichtlich der Basen mit den Ziffern Abderhaldens vergleichen. Rechnet 
man die von letzterem erhaltenen Resultate auf die gleichen N-Gruppen 
um, so wird man bis zu einem gewissen Grade vergleichbare Werte 
finden, die in nachstehender Tabelle aufgefiihrt sind: 





Gesamt-N MelaninsN AmmoniaksN Diaminos-N MonoaminosN 
%"o a) %o °%o "lo 
Hausmann. . . . = 17,31 1,07 4,79 10,95 
Abderhalden 7,35* — 5.2(3.65) 6,92 (4,87) 
Verfasser .... 17,22 1,05 0,19 7,02 9,09 


* Von Abderhalden sind nicht alle 17,35°/,, sondern insgesamt 12,12°/, ausgeschieden 


worden. Daber ist die Berechnung auch nicht fiir den Gesamt-N, sondern fiir diese 12,12°!, 
gemacht; in Klammern steht die Berechnung fiir den Gesamt-N. 


Was die Basen betrifft, so finden wir beim Vergleich der Befunde 
des Verfassers und Abderhaldens: 





Abderhaiden Vertasser 
"lo 9 
Arginin . : 5,2 6,25 
Histidin. . .. 10,5 13,78 
Lysin : 4.1 5.76 
Cystin 0,3 1,2 


Die gréBere Hohe meiner Ziffern fiir die N-Gruppen und Basen 
bin ich einer gréBeren Reinheit meines Hb-Praparats zuzuschreiben 
geneigt. Hier ist zu bemerken, da Hausmann sein Priaparat nach 
Micko herstellte und nicht analysierte, sondern die N-Menge der Arbeit 
von Hoppe-Seyler (Analysen von Kossel) entnahm, Abderhalden aber 
Hb nach Zinowsky erhielt. 


Somit glaube ich fiir die Basen an Stelle der Abderhaldenschen 
meine Ziffern als die zuverlissigeren und vollstandigeren, da sie bei 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 24. 
* Ebendaselbst 26. 
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der Untersuchung eines Hb-Praparats von groBer Reinheit gewons 
worden sind, empfehlen zu diirfen. 

3. Sehr interessant ist auch die Frage der Verteilung des S i» 
Pferdehamoglobin, und zwar die Frage des Cystin-S. Nach Oshor,! 
kommt auf den Cystin-S im Pferde-Hb von dem gesamten Hb-S = 0.385 
bis 0.285°,, und auf das Nichteystin-S = 0,1°%,, d.h. es ergibt sich 
das Verhaltnis von 28,5: 1 oder 74°,, Cystin-S und 26°, Nichteystin-s 
Abderhalden schied insgesamt nur 0,3°,, Cystin oder 28.3% S aus 
Ich habe 1,2°,, Cystin gefunden, was gleich 63°, S ist. Auf der groben 
Reinheit meines Hb-Praparats fubend, meine ich, daB meine Befunde 
soweit sie das Cystin in der Pferdehimoglobinmolekel betreffen. als 
hinreichend richtige gelten kénnen. 


' Zitiert nach Prjanischnikow, Die EiweiBstoffe, 2. Aufl. Moskau 1925 
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Zur Frage der Struktur der Himoglobinmolekel. 


Il. Mitteilung: 
Die N-Verteilung in der Globinmolekel des Pferdehimoglobins'. 


Von 
A. Poljakow. 


(Aus dem Laboratorium fiir biologische Chemie an der Kasaner Staatlichen 
Universitat.) 


(Eingegangen am 26. September 1928.) 


Zur Globindarstellung bediente ich mich eines von A. A. Panor- 
mow in Vorschlag gebrachten Verfahrens, das trotz mehr als 15 jahriger 
Anwendung im Laboratorium bisher noch nicht veréffentlicht worden 
ist und hier beschrieben sei. 


Zur Globingewinnung nimmt man eine Lésung von reinem, kristallini- 
schem Hamoglobin, die auch konzentriert sein kann. In einen grofen 
Kolben wird zunichst 95gridiger Alkohol in vier- bis fiinffacher Menge 
der Hamoglobinlésungsmenge gegossen, dazu HCl, spez. Gew. 1,19, so da® 
| Volumen auf 99 Volumina Alkohol kommt, gefiigt, das Gemisch in 
schmelzendem Schnee gekiihlt und in dasselbe allmahlich unter bestandigem 
Umriihren die Hamoglobinlésung in kleinen Portionen zugegeben. Nach- 
dem die gesamte Hamoglobinlésung hineingebracht ist, Abt man das 
Gemisch noch einige Minuten bei derselben Temperatur stehen und fiigt 
sodann Ather hinzu, der Ausfall eines weiBen flockigen Niederschlags 
bewirkt; der Ather wird unter Umriihren so lange hinzugesetzt, bis eine 
neue Portion bereits keinen Niederschlag mehr erzeugt. Der Niederschlag 
wird rasch abfiltriert, vom Filter in ein groBes Glas gebracht, mit Alkohol 
verribrt und von neuem filtriert; diese Prozedur wird so lange wiederholt, 
bis der abflieBende Alkohol keine Farbung mehr zeigt. 

Auf diese Weise wird der Globinriickstand gewaschen. Das Waschen 
muB schnell geschehen und noch am selben Tage beendet sein, da ein lang- 
sames Abspiilen des Pigments und erst recht der Aufschub desselben bis 
zum néchsten Tage die Reinigung des Praparats erschwert das Globin- 
praparat wird dann sogar bei andauerndem Waschen nicht durchweg 
pigmentfrei. 

Der gewaschene Niederschlag lést sich leicht in Wasser; die Losung wird 
tiltriert, wobei die Filtration nach Alkoholzusatz viel leichter vor sich geht; 
darauf wird die Lésung mit dem 4 bis 5fachen Volumen Alkoho! versetzt und 


1 Vortrag auf dem 5. Mendelejeff-Kongreb. 
Biochemische Zeitschrift Band 24. ; 
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von neuem mit Ather gefallt. Das so gewonnene Globin ist entweder \ 

kommen wei oder hat einen leicht gelblichen Farbton. Eine solche Umfalliiiy 
wird so lange wiederholt, bis die in zwei aufeinanderfolgenden Fallunge 
za bestimmende spezifische Drehung annahernd gleiche Ziffern gilt 

Bei der Fallung mit Ather bewirkt Zusatz von HCl schnelleren wnd 
wohl auch vollstandigeren Ausfall des Niederschlags. 

Es wurde der Versuch fraktionierter Falhung des Globins gemac}): 
zu diesem Zwecke wurde in der zweiten Umfallung Ather hinzugefiigt, bis 
volistandig formierter Niederschlag auszufallen begann, der rasch abfiltrier 
wurde; ins Filtrat kam abermals Ather, bis der gesamte Niederschlay 
ausgefallen war, oder es wurde stehengelassen und der Ausfall des Globin. 
niederschlags erfolgte nach einiger Zeit (mehrere Stunden bis 2 bis 3 Tage) 
Den Rechtfertigungsgrund fiir die Fraktionierung des Globins mittels 
Fallung bildete einmal ein im Laboratorium angestellter Versuch frak- 
tionierter Fallung von EiweiBkérpern, wobei es auf diesem Wege gelang, 
einen neuen K6rper zu isolieren und ferner die Beobachtung, daB in 
Filtraten vom Globin nach langerem Stehen ein allerdings unbedeutender 
Globinniederschlag ausfiel, obwohl das Filtrat vollkommen klar war. 


Das von mir aus Pferdehimoglobin nach dem angegebenen Ver. 
fahren hergestellte Globin erscheint, wie aus den unten angefiihrten 
Analysen ersichtlich, als derivatives azides HCl-Globin?!. 

Ich erhielt das HCI-Globin in zwei Fraktionen, dazu die zweite in 
sehr geringer Menge. Nach der letzten FaJlung wurde der Niederschlag 
auf einem dichten Filter mit Alkohol und Ather gewaschen, ausgedriickt. 
zunachst zwischen Filtrierpapierblattern getrocknet und darauf ge- 
pulvert. Das Pulver ist weil, bisweilen mit leichtem gelblichen Farbton, 
die Lésung schwach gelblich. In Wasser ist es leicht léslich, beim 
Kochen in wasseriger Lésung koaguliert es nicht, auf Lackmus reagiert 
die Lésung sauer. 

Mit der Globinlésung wurden farbige und Fallungs-Eiweibreaktionen 
angestellt; die Resultate sind in untenstehender Tabelle zusammen- 
gefaBt. (Die Zeichen geben die Starke der 1 °,igen Globinlésung im 





Nach Lawrow 


Reaktion | Nach Schulz 
| 
eno ate. «Sk + + Saimtliche Farb- 
Xanthoprotein ..... +++* a | { reaktionen wie auch 
Millionow ..... xy seh 4 | Hihnereiwei$, nur 
Adamkewitsch ..... ++ Sa etwas schwacher. 
Auf S-Abspaltung - - 
Liebermann ...... ++ 
See ws — 
Neubauer und Rhode . . ++ 
Nitroprussid. Na... . - 
PS SG oe se oa 


* Mit zwei und drei + ist die Intensitit der Farbung im Vergleich zum Hiibnereiweil 
bezeichnet. 


1 Durch die tagelange Dialyse wird HC! aus dem Globin entfernt. 
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Struktur der Hamoglobinmolekel. Il. uy 


\ergleich zu einer 1°. igen Hiihnereiweiblésung an.) Parallel sind 
vergleichshalber die Reaktionen auf Globin aus Pferdehamoglobin 
nach Schulz und Lawrow angefiihrt. 


Das Globin wird gefallt von HCl, H,SO,, CH,COOH, HNO,. 
H, PO, (bei Einwirkung von H, PO, auf Hamoglobin ergibt sich zweierlei 
Gattung Globin, teils lésliches und teils unlésliches). Bei Sattigung 
mit NaCl, (NH,),SO,, Na,SO,, MgSO, wird es gefallt durch die Salze 
der Schwermetalle, K,FeCN,, Alkohol — Ather (Alkohol allein bewirkt 
keine Fallung), Reagens Briicke, Pikrinsaure, Sulfosalicylsdure. Aus 
einer HCl-Lésung wird das Globin mittels Zusatz von NH, gefillt, 
jedoch im UberschuB hinzugesetztes Ammoniak list den Niederschlag, 
erneuter vorsichtiger Saiurezusatz bewirkt wieder Fillung. Das in 
hinreichender Menge entstandene NH,Cl hemmt die Riickfallung 
mittels Séure aus der Ammoniaklésung. P und Fe enthalten kein 
Globin. 

Die spezifische Drehung ist fiir eine 2°,ige Lésung bestimmt, 
wobei [a], fiir beide Fraktionen aus dem Verhaltnis von Konzentration 
der Lésung und Abweichungswinkel berechnet ist. 


1. Fraktion: a = — 2,13° mit 2,24% {a]p — 90,6° * 
a= 2,25" mit 2,54°, - [alp — 88,6° 

2. Fraktion: a = 2,1° mit 2,4% [alp 87,5° 
a= 1,88° mit 2,148°, [a]p — 87° 


Zwecks Analyse von C und H wurde das zerkleinerte Globin im 
Luftbad bei 100 bis 110°C bis zum konstanten Gewicht getrocknet und 
im Abderhaldenschen Exsikkator nachgetrocknet. 

1. Fraktion: 06,1851 g¢ Substanz gaben 0,3504 CQ,,. 
0.1153 H,O. 

0.2238 g . »  0,4227 CO,. 

0,1346 H,O. 

Der Stickstoff wurde nach Kjeldahl bestimmt. 

0,2010 g Substanz gaben 0,033026 N. 
0,2017 ¢ ae »  0,033082 N. 

Behufs Bestimmung von S und Cl wurde die Substanz geschmolzen 
und mit KOH verbrannt und mit einer kleinen K N O,-Menge abschlieBend 
oxydiert. 


1,0023 ¢ Substanz gaben 0,1546 AgCl = 0,038248 Cl. 
0,0381 BaSO, = 0.005234 8. 
1,4143 ¢ ‘ . 02078 AgCl 0,051409 Cl. 


0,0534 BaSoO, 0,007 337 8S. 
* Die spezifische Drehung des Globins ist zuerst von Gerngie und 
Crofthill festgestellt worden; da sie jedoch Globinlésungen von rétlicher 
Farbung erhielten, so bestimmten sie [a]c und nur in einem Falle gaben 
sie fiir 0,98°%, Globin eine Bestimmung von [a]p = 65,5. 


7* 
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Zwecks Bestimmung von Cl wurde noch eine Analyse nach dem \ on 
Mazximowitsch' fiir die Haloidderivate der EiweiBkérper empfohlenen 
Verfahren gemacht. Die EiweiB- bzw. Globineinwage wurde mittels starke: 
HNO, in Gegenwart von iiberschiissigem Ag NO, in kochendem Wasserhad 
bis zur vollen Oxydierung der EiweiSsubstanz (UCbergang derselben in 
Lésung) oxydiert, wonach der entstandene AgCl-Niederschlag abfiltriert, 
gewaschen und in iiblicher Weise geschmolzen wurde. 


1,253 ¢ Substanz gaben 0,1920 AgCl 0.047614 Cl. 


2. Fraktion: 0,1486 g es »  0,2830 CQ,. 
0,0916 H,O. 
0,1655 ¢ is os 0,3134 CQ,,. 


0.1061 H,O. 
Nach Kjeldahl: 
0,1943 g Substanz gaben 0,031812 N. 


0.2049 ¢ " .  0,0333014 N. 

2.4143 g “ » 0,363 AgCl 0.0898 Cl. 
0,0948 BaSO,= 0,012554 8. 

1,739 2 te » 09,2601 AgCl = 0,06443 Cl. 


0,0635 BaSO, = 0,008723 8. 


Fiir die Prozentverhaltnisse sind die entsprechenden Daten der Analyse 
in nachstehender Tabelle zusammengestellt : 





1. Fraktion 2. Fraktion Mittel 
%o °lo *lo 

sive 51,6 51,5 51,9 — 51,5 51,6 
SP sheers 6,8 6,6 74 6,7 6,8 
Ten 16,43 — 16,4 16,4 — 16,3 16,4 
S esos 0,52— 0,51 05 — 0,52 05 
Cl. ... 388—86—38 388— 3,7 3,7 
Sass 3% - 21,0 


Auf Grund der Daten der Elementaranalyse beider Fraktionen 
sowie der annahernden Gleichheit ihrer  spezifischen Drehung, 
liegt keine Veranlassung vor, sie als selbstandige zu nehmen, um so 
mehr, als die Untersuchung der spezifischen Drehung der erhitzten 
Lésungen beider Fraktionen fiir HCl das Globin noch mehr sich 
einander nihernde Ziffern ergab?. 


[a]p 1. Fraktion ... . 92,3°. 
2. ” 44 wee 


1 Maximowitsch, Uber einige EiweiSkérper des Pferdeblutserums 
Dissertation Kasan 1904. 
2 Panormow, Zeitschr. d. russ. physik.-chem. Ges. 34, 31, 32 (russisch) 
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Struktur der Hamoglobinmolekel. II. lol 


Vom aziden derivativen Globin, dem HCl-Globin, ausgehend, 
kann man sich auch von der prozentualen Zusammensetzung des 
reinen EjiweiBes eine Vorstellung machen. 


Soe i el wo Pe Marwete? @ ohse 6 Qe oe 
eae ae are ee el} 
Oh. Baten Sia Sow cstts i haieys Vel Saad, 
ee a a ee ea ee ee! CUCU 
Pe oes a0 te whe ae + 3 BE Me 


daher betragt das gefundene und das errechnete HC1-Derivat 





Gefunden Errechnet Getunden Errechnet 
v0 0 PN 0 ry 0 
( one 51,6 51,48 at odd 05 0,48 
i pee 6,8 6,79 ae ie 37 3.7 
N 16.4 16,37 id? ssa % 21.0 21.18 


All dieses gestattet, dem HCI-Globin folgende Formel zu geben 
2 glob + 13 HCL 


Ich wende mich nun der Hydrolyse des gewonnenen H Cl-Globin- 
praparats zu. Zur Hydrolyse wurde die erste Fraktion genommen. 
In Probehydrolysen iiberzeugte ich mich davon, daB auch fiir das Globin 
die fiinfstiindige Hydrolyse in 1 °,iger HCl-Lésung bei 6 Atm. fiir ab- 
geschlossen erachtet werden kann. 

Die Bearbeitung des Globinhydrolysats war die gleiche wie beim 
Haimoglobin!, daher diirfte sich eine wiederholte Darlegung der Methode 
eriibrigen und ich gehe direkt zu den Analysewerten des Hydrolysats 
liber. 

Melanin-N. (H,SO, 0,53°,.) Substanz | 2,25 Globin®. — Sub- 
stanz 2 und 3 = 2,6 Globin. 


1. 1,0 cem O,00L5ILN 0.065 °... 


ee: 0,0018 N = 0,068°,. 
a * 0,00166 N = 0,063°... 


Ammoniak-N. (H,S80O, 0,53°,.) 0,875 Globin. 
1. 0,4cem 00,0006 N 0,16°.. 
S. ~~ QB us 0,00075 N = 0,2°,. 
3 Gs ws 0.0006 N 0,16°,,. 


1 Poljakow, Zur Frage der Struktur der Hamoglobinmolekel.  Mit- 
teilung I. 

® Die Ziffer gibt die dem gewahliten Volumen des Hydrolysats ent 
sprechende Gewichtsmenge des Globins an. 
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Gesamt-N der Monoaminosduren. (H,SO, 0,53°,.) Substanz | 
0.45 Globin. Substanz 2 und 3 0,526 Globin. 


l. 28,2 ccm 0.042582 N 9,4°,. 
™® * ae 0.048476 N 9.2%. 
— waa «ws 0.048018 N 9.1%. 
Amino-N der Monoaminosduren. Barometerdruck 758 mm, 21°. Lésuny 
9.5 cem. Substanz 1 0,218 Globin. Substanz 2 und 3 0,248 Globin 
1. 31,3 cem 0,017684 N = 8.1%. 
2. 34,8 ,, = 0,019662 N = 7,9°. 
3. 35.5 .. = 0,019944N 8,03 °.. 


Prolin-, Oxyprolin- und Tryptophan-N. 


l. 13%. 
3. = 1,3%. 
2. 107%. 
Gesamt-N der Diaminosduren. Substanz | 1,125 Globin. Substanz 2 


und 3 = 1,31 Globin. (H,SO, 0,53%.) 


1. 26.3 ecm 0,0789 N 7,01%. 
2. 30,3 ,, = 0,0909N = 69%. 
S. Cae x 0,0948 N = 7,2%. 


Amino-N der Diaminosduren. Barometerdruck 756 mm, 21°. Lésung 
9,5eem. Substanz 1 = 0,436 Globin. Substanz 2 und 3 0.496 Globin 


1. 23,5cem = 0.013243 N = 3,04°,. 


2. 25,6 ,, = 0,014426N 2,9%. 
3. 28,0 ,, 0.016780 N = 3,18°,. 
Arginin-N. Substanz 1 1,125 Globin. Substanz 2 und3 1,31 Globin 


(H, SO, 0,53 °%.) 
1. 8,0cem = 0,024 N ar. 


2. 88 ,, = 0,0264N = 2,0%. 
= 0,0267 N 2.0°,. 


Cystin-N. Substanz 1 = 0,456 Globin. Substanz2 und 3 = 0,526 Globin. 


1. 0.0106 BaSO, = 0.000636 N 0,141°,. 
2. 0.0127 BaSO, = 0,000762 N = 0,145°,. 
3. 0,0122 BaSO, = 0,000732 N = 0,139°,. 


Nicht-Amino-N. 


l 3,96°,. 
2. = 50%. 
3. = 408%. 
Histidin-N. 
. 3,96 — 1,6 2,36 x */, = 3,54% 
2. 4,0 1S = 35 x °/, = 3.76%. 
3. 4,02 — 1,62 = 2,5 3/, = 3,75 % 


Lysin-N. 


1. = 1,33%. 
3. = 1,00%. 
3. = 138%. 
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Die oben angefiihrten Ergebnisse der N-Verteilung im Globin finden 





Laz | 
sich in nachstehender Tabelle geordnet: 
I Il ll Mittel 
5 ° 0 %o 0 0 
a Gesamt-N des Globins . . .. . — 16.4 -- 
obin OS en eee 0,065 0,068 0,065 0,066 
Gesamt-N der Aminosiuren . . ~ 16,34 -- 
Se 0,16 0.2 0,16 0,18 
Gesamt-N der Monoaminosauren 94 9,2 9,1 9.2 
Amino-N der Monoaminosauren . 8,1 7,9 8,03 8,01 
oe 1,3 1,3 1,07 1,22 
Gesamt-N der Diaminosauren . 7.01 69 7,2 7,04 
Amino-N der Diaminosauren . 3,04 2.9 3,18 3,04 
Nichtamino-N . ea ee — — - 4,00 
0 eee ae a Sa 21 2.0 2,0 2,0 
RE SO. So Bt ar Sy 3,54 3,75 3,35 3,61 
nz 2 ES ee are 0,141 0,145 0,139 0,142 
te nk hi, ok 1,005 1.28 1,17 
Hieraus l48t sich die Diaminosiuremenge berechnen: 
nn. ss sw ee ee ee 
Histidin .... . . . 13,25% 
sulig " 
bin Oe ws es ER 
ee «eS 4 rt oe eee 
Bevor ich mich den Folgerungen zuwende, die aus den angefiihrten 
Ergebnissen der Pferdeglobinanalyse gezogen werden kénnen, seien 
yin 


noch einige Bemerkungen iiber das Schulzsche Globin' gestattet. 


Vergleicht man die Elementaranalysenbefunde fiir das von mir er- 
haltene HCl-Globin sowie die durch Errechnung gefundenen Daten fiir den 
elementaren Bestand des reinen Globins mit den Schulzschen Befunden, 
so diirfte bald klar werden, daB Schulz es nicht mit reinem Globin, sondern 

—_ héchstens mit einem Gemisch von HCl-Globin und Acetoglobin zu tun 
hatte, da er sein Priparat sowohl mit HCl wie mit CH,COOH bearbeitet 
hatte. Zur Veranschaulichung dieser Annahme gebe ich nachstehend die 
in Betracht kommenden Ziffern in einer vergleichenden Tabelle : 





H Cl-Globin Globin Globin Schulz 
o. 51,6 53,51 54,97 
ae 6,8 7,05 7,2 
i die ig 16,4 17,01 16,89 
AS ee 0,5 0.52 0.4 
Cl 3,7 _ - 


Der C- und H-UberschuB bei Schulz spricht meines Erachtens zugunsten 
des Acetoglobins. Ferner méchte ich besonderer Beachtung das Panormow- 


1 Schulz’ Globin kann unbedingt nicht Cl-frei gewesen sein. 
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sche Verfahren empfehlen, da diese Methode der Darstellung von Globin: 
was die Reinheit des Praiparats anbelangt. vortreffliche Resultate oi 
und dazu iiberaus einfach und bequem ist. 


Wenn ich nun die Ergebnisse meiner Untersuchung der N-Verteilu, 
im Globin des Pferdebluts auszuwerten versuche, so habe ich sie natu 
gemaB vor allem mit den Resultaten Hausmanns' nicht nur aus dem Grund: 
zu vergleichen, weil letzterer ebenfalls die N-Verteilung untersucht hat. 
sondern hauptsichlich deshalb, weil ihm ein Globinpraparat, das nac}, 
dem Schulzschen Verfahren dargestellt war, zur Untersuchung vorlag 
Die Befunde Abderhaldens® sind in dieser Hinsicht weniger von Belany. 
da er zu seinen Ziffern nicht durch unmittelbare Globinuntersuchuny. 
sondern mittels Umrechnung der am Hb gewonnenen Resultate in Globir 
werte gelangt ist. Davon ausgehend, daB nach Schulz sich im Pferd: 
haimoglobin 4,2°,, Hiimatin finden, erhéhte er die Hb-Ziffern um 4,2° 
Mit dieser Ziffer kann man sich nur schwer einverstanden  erklaren 
erstens fand Schulz selbst insgesamt 87°, Globin, wobei er die Existeny 
noch irgendwelcher anderer Produkte, deren Nachweis ihm nicht gelang. 
annehmen zu diirfen glaubte, und zweitens gibt Lawrow, der nahezu gleich 
zeitig mit dem gleichen Pferde-Hb arbeitete, einen erheblich héheren 
Prozentsatz Hiimatin an, und zwar 4,97°%. womit er der Wirklichker 
viel naher kommen diirfte. 


Bei Beriicksichtigung des Dargelegten werden nun meine im Vergleic! 
zu Abderhalden héheren und zutreffenderen basischen Ziffern vollauf e: 
klirlich — ganz zu schweigen von der Reinheit meines Priparats, die auc! 
nicht ohne Einflu8 auf die Ergebnisse bleiben konnte. Beide Ziffernreihen 
sind nachstehend vergleichshalber angefiihrt : 





Verfasser Abderhalden 
\| lo %o 
ahs eo te 6,1 5,42 
et ss es So 13,25 10,96 
Be SAA en 6,2 4,28 


Der Vergleich mit den Hausmannschen Befunden aber zeigt Nach 
stehendes : 





Pay, «cal Ammoniak-N Diamino-N MonoaminosN 
%o "lo °lo *lo 
Hausmann... . 16,89 0,78 4,96 11,33 
Verfasser .... 16,4 0,18 7,04 9,2 


Die Differenz ist meines Erachtens hauptsachlich auf den Reinheitsgra: 
des Hb-Praparats (ich erinnere daran, daB Hausmann sein Hb nach Micko 
darstellte) und besonders des Globins selbst zuriickzufiihren. 


1 Hausmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 29. 
2 Abderhalden, ebendaselbst 37. 
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Eine sehr bedeutsame Tatsache scheint mir darth zu liegen. dab 
das Globin keine Reaktion auf S-Abspaltung gibt. Davon ist bei Schulz 
die Rede und mir hat es sich bestitigt. Wabhrend jedoch das Globin 
des Pferdeblutes diese Reaktion vermissen la8t, findet beim Globin 
des Taubenblutes, wie ich mich davon iiberzeugen konnte, das Gegenteil 
statt. Mit dieser Reaktion hangt auch die Vorstellung, die man sich 
vom Cystin im Eiwei8 macht, zusammen. Aber Cystin ist in ihm vor- 
handen, wie Abderhalden nachgewiesen hat und wie es sich auch mir 
ergab, und das Ausbleiben jener Reaktion bedeutet mithin noch nicht 
Cystinabwesenheit. Die von Kurajew' ausgesprochene Vermutung., 
daB die Haloidersatzeiweibstoffe diese Reaktion deshalb nicht geben 
weil das Haloid an Stelle des 8 tritt, ist im vorliegenden Falle nicht 
verwendbar, da sowohl mir wie auch Schulz ein Globinpraparat zur 
Verfiigung stand, das nicht mehr als eine salzartige EiweiB- und Saure- 
verbindung war, und da, wie eben erwahnt, das Globin des Taubenblutes 
diese Reaktion ergibt. 

Zum SchluB méchte ich noch erwihnen, daB ich auber der be- 
sprochenen Untersuchung auf N-Verteilung im Globin auch solche 
auf Anwesenheit von Glykokoll im Globin angestellt habe. Abderhalden 
spricht sich dahin aus, daB weder das reine noch auch sogar das zweimal 
umkristallisierte Globin Glykokoll enthalte. Ich mu8_ bestatigen, 
daB es mir weder mittels Esterdarstellung, noch durch Benzoylierung 
gelungen ist, aus dem Hydrolysat des Pferdeblutglobins Glykokoll ab- 
zuscheiden. 


? Kurajew, Zeitschr. f. physiol. Chem. 31. 











Uber die Siurebildung der Penicilliumarten (Link). 
Von 
T. Chrzaszez und D. Tiukew. 


(Aus dem Institut fiir landwirtschaftliche Technologie der Universitat 
Poznan.) 


(Eingegangen am 26. September 1928.) 


Die Bildung organischer Sauren aus zahlreichen Kohlehydraten ist 
fiir die Schimmelpilze ein sehr wichtiger LebensprozeB. Schon auf 
Grund bisheriger Untersuchungen konnte man mit ziemlich groBer 
Bestimmtheit voraussagen, daB die Bildung organischer Saure durch 
Schimmelpilze ein ganz normaler ,,LebensprozeB* derselben ist, jeden- 
falls kann man in diesem ProzeB keine individuellen Eigenschaften der 
einzelnen Schimmelpilze sehen, wie sich vor noch nicht langer Zeit 
Buchner und Wiistenfeld' ausgesprochen haben. Aber die Zahl der in 
dieser Richtung durch verschiedene Forscher untersuchten Schimmel. 
pilzarten ist verhaltnismaBig gering, besonders im Vergleich zu denen 
welche wir in der Natur finden. 

C. Wehmer?®, welcher als erster Citronenséurebildung der Schimmelpilze 
feststellte, diese Schimmelpilzarten unter dem Namen _ ,,Citromyces* 
isolierte und in einer Reihe von Arbeiten beschrieb, gibt selbst nur 13 Citro- 
mycesformen an, die jedenfalls morphologisch Ahnlich sein sollen. 

Nach den Feststellungen J. Curies* und gleichzeitig durch F’. Elfving*. 
da®B der Aspergillus niger auch Citronenséiure erzeugt, wurde derselbe 
6fters daraufhin untersucht. C.Wehmer® studierte die Saurebildung bei 
sechs Mutanten, und H. Amelung* bearbeitete zwei Aspergillus-niger-Formen 
(japonicus und cinnamomeus), und in letzter Zeit fiihrte AK. Bernhauer’ 
Vergleichsuntersuchungen iiber fiinf Stémme Aspergillus niger. Von 


' BE. Buchner und H. Wiistenfeld, diese Zeitschr. 17, 395, 1909. 
2 C. Wehmer, Chem.-Ztg. 38, 1281, 1909. 

3 J. Curie, Journ. of biol. Chem. 1927, 8. 15. 

4 F. Eljving, Zentralbl. f. Bakt. 52, 305, 1920. 

5 C. Wehmer, Ber. d. D. Chem. Ges. 57, 1659, 1924. 

® H. Amelung, Zeitschr. f. phys. Chem. 166, 161, 1927. 

7 K. Bernhauer, diese Zeitschr. 197, 278, 1928. 








rsitat 


an ist 
1 auf 
roBer 
lurch 
eden- 
n der 
Zeit 
er in 
mel. 
nen 


pilze 
rces” 
‘itro- 


ing *, 
selbe 
r bei 
men 
fuer’ 
Von 





T. Chrzaszez u. D. Tiukow: Saéurebildung der Penicillitumarten. 107 


Penicilliiumarten wurde nur Penicillium .,glaucum* auf Séurebildung hin 
untersucht, und zwar durch W. Butkewitsch'. Hier sei noch die Arbeit 
|. Wéltjes* erwahnt, der mit 18 Penicilliumarten arbeitete. Es geht ihm 
jedoch bloB um die Klassifikation der Schimmelpilze nach physiologischen 
Momenten. Dabei stellte er auch mittels MaBmethode die Sauremenge 
fest. OC. Wehmer® untersucht die Saurebildung des Aspergillus fumaricus, 
und F. Bhrlich* wie auch W. Butkewitsch® die des Rhizopus nigricans 
(Mucor stolonifer). Ferner erwahnen wir die Arbeiten von F. Boas und 
H. Leberle®*, welche die Saéuremenge auf Grund der Wasserstoffionen- 
konzentration feststellten. nicht nur beim Aspergillus niger, sondern auch 
beim Oidium und Mycoderma. Von dlterer Literatur erwihnen wir noch 
die Séurebildungsfaihigkeit des Aspergillus oryzae, wie auch des Penicillium 
luteum? und des Mucor cambodja®, deren Séuremenge jedoch auf einfache 
Weise festgestellt wurde. 

Aus den erwahnten Untersuchungen sehen wir, da®B die Bildung 
organischer Saure durch Schimmelpilze sich auf ungefihr 20 ver- 
schiedene Formen erstreckt, welche wiederum zu den ungefahr acht 
Schimmelpilzarten gehéren. Die Zahl ist wirklich zu gering, um aus 
ihr allgemeine SchluBfolgerungen ziehen zu kénnen und mindestens 
ganz sicher zu beantworten, ob es sich hier um individuelle Eigen- 
schaften der einzelnen Pilze oder um eine allgemeine Erscheinung 
handelt. Auf Grund bisheriger Untersuchungen ist es nicht méglich. 
festzustellen, ob die Saurenbildung als .,Stoffwechsel’’ der Schimmel. 
pilze zu betrachten oder Resultat spezieller enzymatischer Prozesse ist. 


Von durch Schimmelpilze produzierten organischen Sauren sind 
zurzeit drei hauptsachlich zu erwahnen, und zwar: Oxalsiure, Citronen- 
siure und Gluconsiure. Etwas abseits steht noch Fumarsaure, die 
man beim Rhizopus nigricans (Mucor stolonifer) findet. Was die Fumar- 
siurebildung des Aspergillus fumaricus anbetrifft, ist es noch schwer, 
etwas Positives zu sagen, da selbst C. Wehmer, welcher diese Siure 
feststellte, in seiner letzten Arbeit® sagt, daB Aspergillus fumaricus 
nach einigen Jahren anstatt Fumarsdure, Gluconsiure erzeugt. Was 
andere Siiuren, wie Milchsiure, Bernsteinsiure, Apfelsiure und Zucker- 
siure anbelangt, so liegen hieriiber bis jetzt noch ziemlich wenig Beob- 
achtungen vor. 


1 W. Butkewitsch, diese Zeitschr. 186, 224, 1923. 

2 W. Woltje, Zentralbl. f. Bakt. IT, 48, 1918. 

3 C. Wehmer, Ber. d. D. chem. Ges. 51, 1663, 1918. 

4 F. Ehrlich, ebendaselbst 44, 3737, 1911. 

5 W. Butkewitsch, diese Zeitschr. 182, 99, 1927. 

* F. Boas und H. Leberle, ehbendaselbst 92, 170, 1918. 

7 Siehe bei Lafar, Handb. d. techn. Mycol.; C. Wehmer, Chemische 
Wirkungen der Aspergillacaeen. 

8 T. Chrzaszcz, Zentralbl. f. Bakt. Parasitenkunde, II. Abt., 7. 326, 
1901. 

* C. Wehmer, diese Zeitschr. 197, 418, 1928. 
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Die ,,alteste** der oben erwahnten Saéuren, die Oxalsaure, wurde sc} 
durch Brefeld im Jahre 1889 im Sklerotinium des Penicillium .,glauew 
beobachtet. Hansen!’ stellte im Jahre 1889 Oxalsiure in Kulturen \ 
Penicillium ,,glaucum* fest. Im selben Jahre erwaihnt Duclaux? beilautiy 
und ohne experimentelle Belege die Entstehung von Oxalséure bzw. Oxalate 
in Kulturen von Aspergillus niger auf verschiedene Substraten. Den Nac} 
weis, da Oxalsiure in freiem Zustande lediglich bei Darbietung \: 
Kohlehydraten oder chemisch verwandten Substanzen, von Pilzen und zwa 
beim Aspergillus niger, ausgeschieden wird, fiihrte C.Wehmer? aus. Gleichzeit ip 
wurde hier versucht, die bisher bekannt gewordenen Tatsachen unter eine) 
allzemeinen Gesichtspunkt zu bringen, auch die auftauchenden Hypothesen 
iiber Beziehungen des Oxalséiureauftretens zur EiweiSbildung zu widerlege: 
Spaiter beobachtete C. Wehmer die Oxalsiure in dlteren Kulturen vou 
Citromyces, und W. Butkewitsch* stellte die Quantitaét der Oxalsaéure be; 
Penicillium ,,glaucum‘ und Rhizopus nigricans (Mucor stolonifer) fesi 


Citronensiure beim Schimmelpilz fand zuerst Wehmer®, der dies: 
Spezies mit dem Namen ,,Citromyces’ bezeichnete. Zur Gruppe de: 
Citronensadurebildner rechnete Wehmer auch Penicillium luteum. Langer 
Zeit glaubte man, da8B nur die Gruppe ,,Citromyces* imstande sei, Citronen 
siure zu erzeugen. Erst J. Curie® und ebenso F. Eljving’? bewiesen, «ati 
auch Aspergillus niger, und dieser sogar noch in gréBerem Mabe, dies: 
erzeugen kann. Spéater beobachtete Butkewitsch*® das Vorhandensein von 
Citronenséiure bei Penicillium-,,glaucum‘-Kulturen und _ stellt ebenfalls 
deren Menge fest. . 

Die ,,jiingste** Saéure, die Gluconséure, war zwar schon lange bei de: 
Mikroorganismen bekannt. Boutroux*® erwahnt sie bei Micrococcus oblongus. 
Brown” bei Bact.xylinuum, Bertrand™ bei Bact.du Sorbose. Die ihr nah 
stehende Glucuronsiure setzten Salkowski und Neuberg® in Beziehung zu 
l-Xylose. Bei Schimmelpilzen, und zwar bei Aspergillus niger, fan 
Molliard® zuerst Gluconséure, was dann R. Falk und S. N. Kapur™, Buth: 
witach® und K. Bernhauer™® bestatigt haben. Butkewitsch™ findet dies« 
Saéure auch bei Penicillium ,,glaucum“ und Citromyces. 


1 4. Hansen, Flora 72, 88, 1889. 

2 Duclaux, Ann. Inst. Pasteur 3, 97, 1889. 

8 OC. Wehmer, Bot.-Ztg. 49, 233, 1891. 

4 W. Butkewitsch, diese Zeitschr. 131, 327, 1922. 

5 C. Wehmer, Zwei neue Schimmelpilze als Erreger einer Citronen 
siuregirung 1891. Beitrige zur Kenntnis einheimischer Pilze, Heft I und IT. 
Jena 1892. Bull. d. l. Soe. Chim. 9, 728, 1893; C. r. 117, 332, 1893. 

6 J. Curie, 1. ec. 

’ F. Elfving, 1. c. 

8 W. Butkewitsch, diese Zeitschr. 136, 224, 1923. 

® Boutrour, C. r. 91, 236, 1880. 

© Brown, Journ. Chem. Soc. 69, 432, 1886. 

1G. Bertrand, C. r. 127, 124. 1898. 

2 Salkowski und C. Neuberg, Zeitschr. f. phys. Chem. 36, 1902. 
3 M. Molliard, C. r. 174, 881, 1922; 178, 1924. 

4 R. Falk und S. N. Kapur, Ber. d. D. chem. Ges. 57, 920, 1924. 
15 W. Butkewitsch, diese Zeitschr. 154, 177, 1924; 182, 99, 1927. 
® K. Bernhauer, ebendaselbst 172, 313, 1926. 


- = 








cl 
ul 


tuiliy 


ater 
ac! 
Vou 
rWwar 
Pitiy 
ine nh 
CPser 
ver 
von 
bei 
lest 
dese 
der 
ver 
en 
dal 
lest 
von 


‘alls 


dei 
rus, 
hie 
Zu 
and 
thee 


OSE 


Cli 





Saurebildung der Penicilliumarten. 109 


Was die Entstehung der Sauren und ihr Verhaltnis untereinander 
anbelangt, erwahnen wir die unlangst angegebene Hypothese Wehmers'. 
nach der von Zucker Gluconsaure, dann Citronensaure, nachher Oxal- 
ssure und aus dieser wieder Kohlensaure entstehen sollen. 

Auf welche Weise diese Prozesse vor sich gehen, sind hier Zwischen- 
produkte, und was fiir welche, dafiir haben wir bis jetzt keine Erklarung. 
Man findet in den Arbeiten C. Neubergs und seiner Mitarbeiter? iiber die 
Garungsprobleme den Nachweis, dab Acetaldehyd als ein Zwischen- 
produkt in Schimmelpilzkulturen auftritt, und diese Substanz ist auch 
von K. Bernhauer* beobachtet. zu welcher Saure dieses Produkt aber 
in genetischer Beziehung steht, wissen wir nicht. 

Deshalb wollen wir: 

1. Feststellen, ob die Saurenbildung eine allgemeine Eigenschaft 
der Penicilliumarten ist / 

2. Ist dies der Fall, feststellen, ob die Aziditat von ‘der Citronen-, 
Oxal-, Glucon- oder anderer Sauren abhangig ist / 

3. Wieviel dieser Siuren erzeugt wird, und wie ist ihr gegenseitiges 
Verhaltnis zueinander / 

Um diese Fragen zu beantworten, haben wir 42 Penicilliumspezies 
untersucht, welche uns Dr. K. Zaleski (Botanisches Institut der land- 
wirtschaftlichen Abteilung der Universitat Poznan) aus seiner reichen 
Kollektion zur Verfiigung stellte. Von diesen waren 37 ganz neu, in 
Polen durch Dr. K. Zaleski* gefunden, 5 aus der Kollektion Biourge, 
und auBerdem haben wir noch 3 Citromycesspezies zur Kontrolle 
genommen. Fiir die Liebenswiirdigkeit des Dr. K. Zaleski sprechen 
wir ihm an dieser Stelle unseren Dank aus. 

Von den 37 neuen Penicilliumarten gehérten 9 Spezies zu Bulliardien 
(Biourge), 14 zu Biverticillien (Dierckr) und 13 zu _ Aspergilloiden 
(Wehmer-Dierckx). 

In vorliegender Arbeit beschranken wir uns auf Feststellung der 
Aziditat der Nahrlésung, Citronensiuremenge, Oxalsiuremenge und 
CaO in Lésung, wie auch Pilzdeckengewicht. 


Methodik. 


Zuerst war zu entscheiden, welche Nahrlésung fiir die Penicilliumarten 
zu wahlen ist. Man muBte annehmen, daB8 einige, was Nahrbéden anbetrifft. 
wahlerisch sein werden, und so war es notwendig, einen Nahrboden mit 
giinstiger chemischer Zusammensetzung zu finden, wo jedoch kein Bestand- 
teil im besonderen Ubergewicht ware, also méglichst ahnliche Bedingungen, 


1 C. Wehmer, Ber. d. D. chem. Ges. 58, 2616, 1925. 

2 C. Neuberg und C. Cohen, diese Zeitschr. 122, 204, 1921 und a. a. O. 
3 K. Bernhauer, ebendaselbst 197, 309, 1928. 

* K. Zaleski, Bull. de Acad. Pol. Cracovie 1928. 
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wie sie die Schimmelpilze in der Natur finden wiirden. Nach einigen \., 
suchen entschieden wir uns fiir die siiBe Bierwiirze. 

Die Bierwiirze wurde zu diesem Zwecke aus hellem Malz vorbereit.. 
bis auf 8° Bal. mit Leitungswasser verdiinnt und nach Klarung je 100 c 
in 500-cem-Erlenmeyerkolben aus Jenaer Glas verteilt, so daB die Fliissigk« i; 
in einer Héhe von etwa 1%cm stand. Nach Sterilisierung der Na), 
lésung im Autoklaven verblieben die Ko]jben einige Tage in Ruhe, wn 
Sauerstoff aufzunehmen. Dann impften wir Penicilliumsporen mit ce 
Platinése aus unserer auf Bierwiirzeagar gehaltenen Stammkultur. Jec 
Penicilliumart impften wir in vier Kolben, hielten sie bei + 25°C in 
Thermostaten und analysierten dieselben in einer Reihenfolge von 10, 20 
30 bzw. 40 Tagen. 

Nach Offnen der Kolben filtrierten wir durch abgewogenen Filter in 
einen Kolben von 100 cem und ergénzen diesen bis zur Marke durch éfteres 
Auswaschen des Schimmelpilzes mit kleinen Partien Wasser. Die auf dem 
Filter verbliebene Pilzdecke waschen wir bis zum Verschwinden der Zucke) 
reaktion weiter mit Wasser aus, worauf dieselbe bei einer Temperatur vor 
nicht héher als 100°C ausgetrocknet wurde. 

Die Fliissigkeit analysierten wir auf dahnliche Weise, wie sie W. Buthy 
witsch? bzw. C. Wehmer® angeben. Den aliquoten Teil der Fliissigkeir 
brauchten wir, um Saéuremenge als Titrationsaziditat mit n/10 Natronlaug 
(Lackmuspapier) festzustellen. Den Rest verwendeten wir, um Citronen., 
Oxalsiure und CaO in Lésung zu bestimmen. Zu diesem Zwecke kochen 
wir die Fliissigkeit mit einem Uberschu8 von Ca-Carbonat, der Niederschlay 
wird abfiltriert und das Filtrat bis etwa 10 bis 15 cem auf einem Wasserbacd 
eingeengt. Scheidet sich wieder ein neuer Niederschlag von Ca-Citrat aus, was 
in der Regel éfters geschah, so wird abfiltriert, und in der klaren Fliissigkei: 
bestimmen wir CaO. Wir scheiden diesen auf heiBem Wege mittels oxal- 
sauren Ammons aus, und nach Abfiltrieren des Niederschlags von Ca-Oxalat 
lésen wir denselben in verdiinnter Schwefelsiure und titrieren mit Per- 
manganat. 

Den abfiltrierten Niederschlag, welcher zitronen- und oxalsauren Kalk. 
wie auch den UberschuB des zugesetzten kohlensauren Kalkes enthalt, lésen 
wir in kleinen Mengen 10°, iger Salzsiure. Diese Lésung versetzen wir aul 
kaltem Wege vorsichtig mit Ammoniak, bis zu fast neutraler Reaktion (etwas 
sauer), wobei sich oxalsaurer Kalk ausscheidet. Nach dessen Abfiltrierung und 
Einengung des Filtrats bis etwa 10ccm, scheidet sich wieder zitronensaure: 
Kalk aus. Ca-Oxalat bestimmen wir mit Permanganat. Der Niederschlag 
des zitronensauren Kalkes wurde nach dem Abfiltrieren und Austrocknen 
bei 120 bis 135°C zu konstantem Gewicht gewogen und mittels eine: 
Reaktion nach Dénigés* auf die Richtigkeit hin gepriift. Besonders gut 
ist diese Methode nicht, die Fehlergrenze der Citronenséure muB auf 4 bis 
5% berechnet werden, und bei manchen von unseren Proben, in welchen 
sehr wenig Citronenséure vorhanden ist, sogar mehr. Trotzdem aber kann 
man sich mittels dieser Methode, wie aus den Resultaten hervorgeht, iibe: 
die hier vorgehenden Prozesse gut orientieren. 

Um die Richtigkeit der erhaltenen Resultate zu priifen, berechnete 
man die Aziditat aus der Anzahl der einzelnen Sauren, also der Oxalséure. 


1 W. Butkewitsch, diese Zeitschr. 181, 327, 1922. 

2 C. Wehmer, Ber. d. D. chem. Ges. 58, 1625, 1925; siehe auch K. Bern- 
hauer, diese Zeitschr. 172, 296, 1926. 

3 Dénigés, Ann. d. Chim. et d. Phys. VII, 18, 382, 1899. 
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Citronenséure und der léslichen Kalksalze. AuBerdem berechneten wir die 
Menge der einzelnen Sauren auf 1 cem der ausgerechneten Aziditat. Diese 
Zahlen zeigen bis zu einem gewissen Grade das Verhaltnis der einzelnen 
Siuren mit ziemlich groBer Richtigkeit. Denn so erhalt man einen besseren 
Uberblick iiber das gegenseitige Verhaltnis der Saéuren, abhangig von der 
Penicilliumart und ihrem Alter, da die absolute Menge der einzelnen Saéuren 
das Bild nicht so klar gibt. 
Protokolle. 


Die groBe Menge der erhaltenen Untersuchungszahlen haben wir 
eines besseren Uberblicks halber in vier Gruppen geteilt, und zwar 
rechnen wir: 

1. zur ersten Gruppe diejenigen Schimmelpilze, wo die Citronen 
siurenmenge sehr gering oder zweifelhaft war, 

2. zur zweiten Gruppe diejenigen Schimmelpilze, bei denen der 
hichste Prozentsatz an Citronensaure bis 50°, zur iibrigen Saure betragt. 

3. zur dritten Gruppe diejenigen Schimmelpilze, bei denen der 
hichste Prozentsatz an Citronensaure bis 75°, zur tibrigen Saure betragt. 

4. zur vierten Gruppe diejenigen Schimmelpilze, bei denen der 
Prozentsatz 75°, iiberschreitet. 

Diese Einteilung basiert auf Citronensiuremengen, welche man in 
leem der ausgerechneten Sauremenge fand. lecm n/10 enthalt 
7 mg Citronensiure, was 100°, entspricht. 


Diskussionen. 


Zu allererst wollen wir hervorheben, daB der Nahrboden tatsachlich 
gut gewahlt war, daB alle Schimmelpilzkulturen, mit Ausnahme Nr. 6. 
gediehen und eine starke, mindestens normal entwickelte Pilzdecke 
bildeten. 

In allen Fallen ging mit Entwicklung der Pilzdecke gleichzeitig 
die Saurenproduktion vor sich. In keinem Falle stellten wir Entwicklung 
der Pilzdecke ohne Saurenproduktion fest, was also eine gemeinsame 
Eigenschaft aller Penicilliumarten ist. Jedoch war die Aziditat ver- 
schieden, was von Art und Alter der Penicilliumspezies abhangig war. 
und zwar: nach 10 Tagen stellten wir die héchste bei Nr. 23 unserer 
Tabelle mit 53,5 ccm fest, die niedrigste dagegen bei Nr. 15 mit 4,5 cem. 
Nach 20 Tagen die héchste 120.4 ccm bei Nr. 42 und die niedrigste 
5,8 cem bei Nr. 23. Nach 30 Tagen die héchste bei Nr. 42 mit 111,6 ccm. 
die niedrigste bei Nr. 2 mit 3,3cem. Nach 40 Tagen die héchste bei 
Nr. 42 mit 123,7 ccm, die niedrigste bei Nr.1 mit 2,.2ccm. Von 
allen Schimmelpilzen hatte Nr. 42 nach 40 Tagen die héchste Aziditat 
mit 123,7 cem, und Nr. 1 zeigt in derselben Zeit die niedrigste mit 
2,2 cem. 

Die Aziditaét ist unabhingig von der Menge der Pilzdecke., 
z. B. bei Nr. 40 finden wir nach 20 Tagen 1,7 g Pilzdeckengewicht und 
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i14cem n/10 Saure. Bei Nr. 37b betragt das Pilzdeckengewicht 0.5» » 
und 65,7 ccm n/10 Saure. Dagegen bei Nr. 3 1 g Pilzdecke, nur 9,3 cen 
n/10 Saure. Wieder bei Nr. 16 Pilzdecke 3,55 g ist 5,9 com n/10 Saur 
und bei Nr. 17 Pilzdecke 3,01 g ist 24,6 com n/10 Saéure. Doch meistens 
finden wir, dab diejenigen Schimmelpilze mehr Saure produzieren 
deren Myceliumtrockengewicht bei unseren Untersuchungen 2 g nicht 
iiberschreitet. Wir sehen also, daB die Siéiurenproduktionsfahigkeit 
eine sehr grobe Spannung zeigt, von Spezies und deren besonderen 
Eigenschaften abhaingig, und daB die Saiure mit dem Alter der Pilz 
decke bei einigen steigt und bei anderen fallt, jedoch ohne irgend 
welche RegelmaBigkeit oder Abhangigkeit von botanischen Merkmalen 

Wenn wir die gefundene gesamte Titrationsaziditat mit der aus 
den einzelnen Sauren ausgerechneten gesamten Aziditaét vergleichen 
stellen wir folgende besondere Tatsachen fest: Bei Nr. 10, 36a, 39 
stimmt die ausgerechnete Aziditit mit der gefundenen nicht iiberein 
und geht sogar stark iiber die Fehlergrenze hinaus. Dasselbe finden 
wir auch bei Nr. 11, 12, 13, 20, 22, 35, hier jedoch in nicht so hohem 
Grade. Diese Saure, welche aus der Aziditatsdifferenz hervorgeht 
kann nicht in freiem Zustande sein, sondern muB irgendwie, wenigstens 
voriibergehend, gebunden sein, und muB diese Saurebindungsfahigkeit 
den Penicilliumarten in ziemlich hohem Grade eigen sein. 

Als Beweis dieser Ansichten finden wir die sehr interessante Er 
scheinung, dab Nr. 39 und 20 neben Saéure noch Substanzen bilden 
die charakteristische Fettreaktionen geben; abgedampfte Kultur 
fliissigkeit gibt auf Papierstreifen typische Fettflecke. Diese Substanzeu 
sind atherléslich. Diese Erscheinung zeigt uns, dab die Schimmelpilze 
ester- bzw. fettahnliche Substanzen bilden. Die Wiederholung der 
Untersuchung bei Nr. 36b widerspricht dieser Erscheinung in Nr. 30 
nicht, denn hier finden wir eine gréBere Pilzdecke und gleichzeitig 
weniger Saure, woraus hervorgeht, dab hier alle Prozesse viel energischer 
vor sich gehen und es fiir den Schimmelpilz iiberfliissig war, diese 
kleinere Sauremenge zu binden. Neben erwahnten Nr. 20 und 3! 
haben wir die Fettreaktion auch bei Nr. 9, 18, 21, 35 und bei Citromyces 
glaber (Wehmer) gefunden, und obwohl in diesen Fallen wir keine 
besonders groBen Differenzen zwischen gefundener und ausgerechneter 
Aziditaét feststellten, widerspricht es nicht unserer Ansicht, dab die 
Schimmelpilze in esteraihnlichen Substanzen die Sauren binden kénnen 

Ein ganz anderes Bild geben uns die Analysen von Nr. 37a, 37) 
(wie auch Nr. 26). Auf sechs Analysen haben wir nur in einem Falle 
eine gleiche Menge der ausgerechneten und gefundenen Aziditat, in 
den fiinf iibrigen war die gefundene niedriger. Haben wir einen Fehler 
vor uns? Es ist schwer anzunehmen, da die Bedingungen des Pilz- 
wachstums, wie auch der Analysenausfiihrung in allen Fallen gleich 
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war. Ob hier Mineralsdure in groben Mengen erzeugt wurde, oder ob 
es sich um neue organische Saéuren handelt, die wir mittels unserer 
Methode nicht fassen konnten’? Die Lésung dieser Frage bedarf weiterer 
ausfihrlicher Beobachtung und Studien. 

Was fiir Sauren befinden sich in Penicilliumkulturen’ Unsere 
bisherigen Untersuchungen weisen vor allen Dingen auf Citronensaure 
hin, Nr.6 ausgenommen, welche, wie erwihnt, sich gar nicht ent- 
wickelte. In allen anderen Kulturen finden wir Citronensiure, sogar 
bei den Schimmelpilzen der Tabelle I, die wahrscheinlich ebenso als 
normales Produkt Citronensiure erzeugen, jedoch nicht die Fahigkeit 
wie die tibrigen haben, dieselbe anzuhiufen, sondern sie gleich ver- 
brauchen. Deshalb zeigt sich die Reaktion Dénigés hier nicht immer 
ganz deutlich. Aus diesem Grunde reihten wir alle Schimmelpilze 
dieser Art in die Tabelle I. 

Die Citronensiuremenge schwankt gewoéhnlich bei ein und der- 
selben Schimmelpilzart sogar in hohem Grade. Diese Erscheinung 
zeigt sich fast tiberall, denn nur Nr. 34 macht in dieser Hinsicht eine 
Ausnahme, und annihernde Ahnlichkeit finden wir bei Nr. 21, 33, 35, 
bei denen die Analysen eine annahernd gleiche Citronensiuremenge 
zeigen. Wie uns die Tabellen II, III, IV zeigen, steht Verringerung 
bzw. Vermehrung der allgemeinen Aziditat in verhaltnismabig grobem 
MaBe mit Citronensiure zusammen. 

Diese Citronensiure wird anfangs angehiuft, um sich spiter zu 
verringern, was von der Art des Pilzes abhingt. Bei einigen finden 
wir diese Verringerung nach 10 Tagen, bei anderen nach 20 Tagen 
weiter nach 30 Tagen, und sind wieder solche, bei denen sogar nach 
40 Tagen keine Siureverminderung gefunden wurde. Aus diesem 
Grunde nehmen wir an, dab die Pilzkulturen der Tabelle I sich durch 
die Fahigkeit, die Citronensiure gleich zu verlieren, charakterisieren. 

Es gibt verhaltnismaBig wenig Schimmelpilze, die, mit Citromyces 
und Aspergillus niger verglichen, auch viel und sogar reine Citronen- 
siure erzeugen. Die Ansicht', da’ Citronensiiure mit Steigerung der 
gesamten Aziditat sich vergriéBert, und daB bei héherer Aziditat mehr 
vorhanden ist, ist nicht ganz zutreffend. Die Aziditét der Schimmel. 
pilze ist bis zu gewisser Grenze von deren Citronensiureerzeugung 
abhangig, deren Menge, Vermehrung, Anhiufung und Verminderung 
mit einer Reihe von inneren physiologischen, wie auch iuberen Einfliissen 
zusammenhingen. Ihr Entstehungs- und nachfolgender Zersetzungs 
prozeB sind nicht im Gleichgewicht. 

Die zweite Sure, von der die allgemeine Aziditat der Schimmelpilz- 
kulturen abhangt, ist die Siure bzw. sind die Siuren, deren Kalksalze in 


1 W. Butkewitsch, diese Zeitschr. 154, 177, 1924. 
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Wasser léslich sind. Obwohl wir bei unseren weiteren Untersuchun sey 
in einigen Schimmelpilzkulturen zweifellos Gluconséure feststellt« 
worauf wir noch in allernichster Zeit zuriickkommen werden, wollen 
wir diese Tatsache hier nicht naher ohne weitere genaue experiment«|le 
Beweise erértern. Deshalb, ohne auf die Art der Saure einzugehen 
wollen wir hier nur von Séuren sprechen, deren Kalksalze in Wasser 
léslich sind. Alle Kulturen in dieser Richtung untersucht, zeigten 
daB auch die Menge dieser Saure groben Schwankungen unterliegt 
die wieder von der Pilzart abhingt. So z. B. erzeugt Nr. 37a 134,1 mg 
CaO und Nr. 32 nur 10,8 mg CaO. Die Schwankungen der Saure be; 
ein und demselben Schimmelpilz sind dagegen ziemlich klein. Von 
45 Kulturen finden wir diese Erscheinung bei 38 Kulturen, und nur 
bei Nr. 34, 29, 23, 8, Citromyces glaber und Citromyces pfefferianus 
finden wir eine regelmaBige CaO-Verminderung. Dieselbe Erscheinung 
kénnen wir bei M olliards Untersuchungen mit Aspergillus niger gleichfall- 
beobachten. In der Arbeit des letzteren finden wir kleine Schwankungen 
der Gluconsiure, und Ausnahmen von dieser Regel kann man damit 
erklaren, daB Molliard auch alte, und zwar 60 bis 90 Tage alte Kulturen 
untersuchte und auBerdem die Gluconsaure auf rechnerischem Wege 
aus der Differenz der allgemeinen Aziditat bestimmte. Die Entstehung 
dieser Saéure wie auch ihre Zersetzung halten sich in grobem Gleich 
gewicht. Diese ist von inneren Ursachen des Schimmelpilzes abhangig 
und wir irren uns sicher nicht, wenn wir den Entstehungs- und Ze: 
setzungsprozeB der Saure als reinen enzymatischen ProzeB im Sinne 
Oppenheimers' bezeichnen. Miiller? hat experimentell bewiesen, dal 
die Gluconsaureentstehung in Aspergillus-niger-Kulturen ein enzymati. 
scher ProzeB ist. Wir unsererseits behaupten, dab auch der Zersetzungs. 
prozeB rein enzymatischer Natur ist. 


Was die dritte hier gefundene Saure, die Oxalsaiure, anbetrifft 
stehen wir auf anderem Standpunkt, als wir ihn in der Literatur finden 
Vor allen Dingen finden wir diese Saure sehr unregelmabig vor, entweder 
in kleinen Mengen oder gar nicht. Es ist schwierig, bei den Schimme! 
pilzen irgendwelche RegelmaBigkeit zu finden. Nur Nr. 23 zeigt eine 
regelmaBige Oxalsiureverminderung. Diese Tatsache widerspricht det 
Ansicht Wehmers*, welcher diese Saure in alten Citromyceskuliuren 
findet. Aus unseren obigen Beobachtungen sehen wir, dai die Oxal 
siureentstehung eine zufallige, wahrscheinlich von auBeren Ursachen 
abhangige Erscheinung ist. Das Schema Wehmers, welcher die Oxal- 
saiure als Produkt zwischen Citronen- bzw. Gluconsiure und Kobhlen. 


1 Oppenheimer, Enzyme und ihre Wirkungen, I. Heft, 8. 19. 
2 Miller, Chem.-Ztg. 50, 101, 1926. 
3 C. Wehmer, siehe oben. 
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.iure in direkter Linie einreiht, erscheint uns nicht ganz einwandfrei 
Gegen diese Ansicht sprechen unsere Untersuchungen, wie auch die 
Untersuchungen anderer Forscher. Molliard' fand bei auf kiinstlichem 
Nihrboden mit einer verminderten NH,-Nitratmenge geziichteten 
\.pergillus-niger-Kulturen keine Oxalsiure. Bei gleichem Nahrboden 
mit ,normaler** NH,-Nitratmenge, und zwar 0,356°,, fand er eine 
yewisse Oxalsiuremenge mit Spuren von Gluconséure. Butkewitsch* 
fand bei auf Pepton geziichteten Aspergillus-niger-Kulturen viel Oxal- 
ure, die mit Ammoniak verbunden war, jedoch war immer ungefibhr 
0°, mehr Oxalsiure. Bei denselben Kulturen, wo der Naihrboden 
A\mmoniaksalze organischer Séuren enthalt, fand Butkewitsch ver- 
haltnismaBig weniger Oxalsiure als bei Nahrbéden, die Natriumsalze 
organischer Sauren enthielten. Hmerling® fand keine Oxalsiure in 
den Kulturen von Aspergillus niger auf Ammoniaksalzen organischer 
Sauren. Unserer Ansicht nach hat die Oxalsiure der Reihe nach beim 
Zuckerabbau iiber die Saéuren nur eine lokale, abseitsttehende Be- 
deutung. Wir halten es auch nicht fiir ausgeschlossen, daB sie aus 
(itronen- bzw. Gluconsaure entsteht, und dal Oxalsiure bei weiterer 
Zersetzung in Kohlenséure tibergeht. Jedoch ist dies kein grund- 
sitzlicher bzw. Hauptprozeb, sondern ein abseitsgehender, von auberen 
Bedingungen und Einfliissen abhangiger Vorgang. Wo liegen hier 
die Ursachen? Es ist schwer zu sagen, jedenfalls sind sie nicht derselben 
Natur, deren Folge Siureentstehung ist, deren Kalksalz in Wasser 
loslich ist, und damit halten wir es fiir ausgeschlossen, da8 Oxalsiure- 
entstehung ein normaler enzymatischer Vorgang sein kann. Dagegen 
sind wir eher geneigt, ihre Entstehung damit zu erklaren, dab im Nahr- 
boden grobe Mengen an Stickstoff vorhanden sind, und méglich, dab 
Oxalsiure notwendig ist, die in gréBerer Menge frei werdenden 
Alkalien zu_ binden. 
SchluBfolgerungen. 

Die Untersuchungen iiber die Saurebildung der Penicilliumarten 
geben folgende Ergebnisse : 

1. Alle Penicilliumarten erzeugen in zuckerhaltigen Nahrboden 
Siure. Die Siuremenge ist verschieden; sie ist zu allererst von der 
Spezies abhiingig, ohne EinfluB sind Alter und Myceliummenge, jedoch 
beeinfluBt eine stark entwickelte Pilzdecke die Saureproduktion nicht 
giinstig. 

2. Die Aziditét stammt von Citronensdure, Oxalsdure und Sauren 
her, deren Kalksalze in Wasser léslich sind. 


1 M. Molliard, |. c. 

2 W. Butkewitsch, diese Zeitschr. 129, 445, 455, 464, 1922. 

3 Emerling, Zentralbl. f. Bakt. (2) 19, 273, 1903; siehe auch Wehmer, 
diese Zeitschr. 197. 419, 1928. 
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3. Die Citronensdurebildung stellt bei allen Penicilliumarte; 
einen normalen StoffwechselprozeB dar. Thre Anhiaufungsfahigkei: jy 
Nahrboden, ebenso die Héhe der Anhaufung ist von der Spezies ab 
hangig, dagegen nicht von Alter und Menge der Pilzdecke. 

Die Fahigkeit, Citronensiure in groben Mengen anzuhiufen. ist 
keine ausschlieBliche Eigenschaft von Citromyces, da andere Penicillin, 
arten diese Fahigkeit sogar in héherem Grade besitzen. 

Die Anderung der Aziditat ist bei den Penicilliumarten havpt 
siichlich eine Funktion der Anderung der Citronsiuremenge. 

4. Die Oxalsiure entsteht unregelmaBig und in ganz kleine 
Mengen. Thre Bildung hiingt von duBeren Einfliissen ab. Normaliter 
steht sie auch nicht auf dem geraden Wege zwischen Citronen- |. 
Glucon- und Kohlenséure. 

5. Die Siure bzw. Saéuren, deren Kalksalze in Wasser léslich sind 
entstehen regelmaBig, was durch innere Einfliisse hervorgerufen wir: 
als Ausdruck eines enzymatischen Prozesses. 

6. Einige Penicilliumarten besitzen die Fahigkeit, esterihnliche 
baw. fettartige Substanzen zu bilden, um die Sauren auf diese Weise 
zu binden. 

7. Die Sauremenge, die Saureart, ihre Anhaufung bzw. Ver 
minderung bei den einzelnen Penicilliumarten stehen in keiner bk 
ziehung zu ihren botanischen Eigenschaften. 
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Bemerkungen zu: Ottensooser und Strauss, Immunochemische 
Untersuchungen iiber Globin und Globinderivate '. 


Von 


Ludvig Hektoen und Kamil Sehulhof. 
\us dem John MecCormick-Institut for Infectious Diseases, Chicago.) 


(Eingegangen am 29. Juli 1928.) 


Die obengenannten Autoren erklaren den Unterschied zwischen ihren 
md unseren Befunden dadurch, da8 sie annehmen, wir hitten ,,die wohl! 
unzutreffende Voraussetzung’* gemacht, daB ein Prazipitin-Serum gegen 
Hamoglobin mit Globin reagieren miisse. Sie nehmen auch an, da in 
unserem Falle unspezifische Globinreaktionen vorkamen. 

Wir méchten dazu bemerken, daB die Mitreaktion zwischen Himoglobin 
md Globin keine Voraussetzung, sondern eine Folgerung aus unserer 
\rbeit war und dai unspezifische Globinfaillungen iiberhaupt nicht vor- 
kommen, wenn man mit klaren neutralen Lésungen von nativem Globin 
hergestellt nach Hill und Holden) arbeitet, wenigstens kamen sie nicht 
n unseren Experimenten vor, in denen die Anfangskonzentration etwa 
|: 500 war. Sobald sich jedoch die klare Lésung durch Ausfallung von 
lenaturiertem Globin triibt, kommen die bekannten  unspezifischen 
lockungen mit normalem Serum vor. Nach dem Neutralisieren und 
Zentrifugieren (eventuell nach vorheriger Zugabe von etwas normalem 
Serum) haben wir wieder eine klare Globinlésung, die wohl mit dem be- 
treffenden Antihaimoglobinserum reagiert, aber keine Flockung mit anderen 
Seren (z. B. auch nicht mit anderen Antihimoglobinseren) gibt. 

Der Unterschied zwischen unseren Befunden ist leicht erklairbar: 
Wir arbeiteten mit dem Filtrat der Lésung des nativen Globins, waihrend 
die Autoren das wenigstens teilweise denaturierte Prizipitat, das wir sorg- 
ialtig entfernen, zum Ausgangspunkte ihrer Untersuchungen nahmen. So 
wird es verstandlich, da®B (S. 437) die serologischen Beziehungen dieses 
lenaturierten Globins zum Nitroglobin und Aminoglobin enger waren als 
zum Hamoglobin (S. 437). Hill und Holdens Globin verbindet sich mit 
Hamatin zu wirklichem Himoglobin. Dies gelingt nicht mit denaturiertem 
Globin. 

Beziiglich der angeblichen antigenen Schwiiche des Hamoglobins 
méchten wir bemerken, daB diese Schwiche nicht existiert. Es ist leicht, 
Sera, deren Titer in die Hunderttausende geht, gegen die Hamoglobine 
herzustellen. Viele der angeblich negativen Resultate waren wahrscheinlich 
stark positiv gewesen, wenn die Autoren auch héhere Verdiinnungen ge 
priift hatten, statt in der negativen Prozone zu bleiben. 


1 Diese Zeitschr. 198, 426, 1928. 








Ein neues Lipasetitrationsverfahren. 
Von 
Lajos Gézony, Janos Gsell und Ferenez Hoffenreich. 


(Aus dem bakteriologischen Institut der kénigl. ungar. Pazmany-Péte 
Universitat zu Budapest.) 


(Eingegangen am 24. September 1928.) 


Obwohl fiir die Bestimmung des Lipasegehalts des Serums mehrer 
Methoden zur Verfiigung stehen, wurde dieser im allgemeinen nach 
zwei Verfahren ermittelt, und zwar durch Titration der frei werdende) 
Fettsaiuren, sowie durch Messung der Oberflaichenspannung, Stalagmo 
metrie. 

Uber das stalagmometrische Verfahren auBert sich W illstatter folgendey 
maBen: Die empfindlichste und eleganteste ist die von P. Rona wn! 
L. Michaelis angegebene stalagmometrische Methode, die auf der Zunahme 
der Oberflichenspannung bei der Hydrolyse von Mono- und Tributyrin 
beruht. Aber die theoretischen Grundlagen dieser Methode sind nicht 
einwandfrei. Bei der Tropfenzihlmethode wird die Konzentrations 
verringerung des Mediums durch die kleinere Menge Tributyrin verursacht 
Sie nehmen an, daB sich die Menge des Tributyrins mit 3,9 und 20% ver 
ringert hat, wenn die Tropfenzahl von 146 auf 144, 142 und 137 fillt 
Weiter nehmen sie an, daB die Hydrolyse des Tributyrins ohne Zwischen 
produkte (Mono- und Dibutyrin) vonstatten geht, wiahrend doch dies 
Stoffe die Oberflichenspannung stark beeinflussen. Bei kleinen Wirkungen 
kénnen daraus groBe Fehler entstehen. 

Zu Willstdtters Kritik kénnen wir noch hinzufiigen, daB die Methode 
zur Massenanalyse ungeeignet ist und sehr groBe Vorsicht und Routine 
beansprucht. 

Das titrimetrische Verfahren gibt genaue Werte an. Aber dic 
Ausfiihrung ist umstandlich und kostspielig, da es nicht méglich ist 
in EiweiB enthaltenden Lésungen Fettsduren zu titrieren, sonderi 
diese miissen zuerst mit Alkohol extrahiert werden und sind nachher 
mit alkoholischer Lauge zu titrieren. 

Wir sahen uns daher veranlaBt, ein neues Lipasetitrationsverfahre:: 
auszuarbeiten, das einfach und leicht ausfiihrbar ist. 
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Methodik. 


Gibt man zu Serum in Wasser lésliches Mono- oder Tributyrin, 
so entstehen infolge der Wirkung der Serumlipase Fettsiuren. Wenn 
wir nun zu diesem System in NaOH geléstes Casein, das neutralisiert 
und alsdann auf py = 5,6 eingestellt ist, hinzufiigen, so wird das Casein 
durch die gebildeten Fettsauren ausgefallt. Je nach der Menge des 
gefillten Caseins wird die Lésung triibe oder es entsteht ein Niederschlag. 


Ausfiihrung der Reaktion. 


Zehn Reagenzgliser werden mit je 0,5 ccm physiologischer Kochsalz- 
jésung versetzt. In das erste Reagenzglas geben wir noch 0,5 ccm Serum 
und mischen mit der Kochsalzlésung gut durch. Von diesem Gemisch 
iibertragen wir 0,5ccm in das zweite Glas, nach gutem Durchmischen 
kommen 0,5 ccm in das dritte Glas, und so weiter. Auf diese Weise ver- 
diinnen wir das Serum in geometrischer Reihe mit dem Quotienten 2. 
Natiirlich kann die Verdiinnung auch auf andere Weise geschehen, z. B. mit 

9 

dem Quotienten Vio = 1,291. In diesem Falle wird die Differenz zwischen 
den einzelnen Verdiinnungsgraden viel geringer, und die Einstellung gewinnt 
an Genauigkeit. Jetzt geben wir in jedes Glas 0,5 ccm gesiéttigter und 
filtrierter Mono- oder Tributyrinlésung (gelést in physiologischer Kochsalz- 
lésung), und die Glaser kommen sodann auf eine halbe Stunde in ein Wasser- 
bad von 37°. Darauf werden von einer 2°/,,igen Caseinlésung, die auf 
pu = 5,6 eingestellt ist (das ist der Umschlagspunkt fiir die Indikatoren 
Methylrot und Bromkresolpurpur) zu jedem Glas 0,5 cem_ hinzugefiigt. 
Die Triibung wird sofort, nach 6, 12 und 24 Stunden abgelesen. Somit 
messen wir die Lipasewirkung mit dem Verdiinnungsgrad, mit Hilfe des 
Triibungsgrades und mit dem Zeitintervall. 

Die Herstellung der Caseinlésung geschieht am besten folgender- 
maBen: In einem 200cem fassenden Erlenmeyerkolben werden 0,2 ¢ 
Casein unter gelindem Erwirmen in 10 ccm n/10 NaOH gelést; darauf 
wird etwas weniger n/10 Salzsiure hinzugefiigt, mit physiologischem NaCl 
auf 100 ccm aufgefiillt und zuletzt tropfenweise unter standigem Schiitteln 
so viel 0,5°%ige Essigsiure hinzugegeben, bis die Caseinlésung stark 
opaleszierend wird. Jetzt betrigt das py = 5,6. 


Als Beispiel geben wir die Lipasetiterbestimmung vom normalen 
Meerschweinchenserum wieder. 





Tabelle I. 
Serum. 
verdimnung:| 7 4 ) 16 32 64 | 128 256 S12 1024 
Ablesung : 
Sofort .. +++ ++4 Lis is + = - = 
Nach 6 Std. ++ 4+4+4/++44+4/44+44+4,44+4+4| +44 et rr ae 
» 12, Eve t+ tit t+ F+F4i tt ot tite? 4 > ++ +44+/44+4 + 4 


teilweise getallt ; 


Zeichenerklirung: + + +++ = komplette Fallung; + — +4 
mafig trib; 


+++ = stark trib; ++ 


Ion 


+ == schwach triib; + == Spur triib 
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Zunichst wollten wir ermitteln, welchen EHinflug die Temperatur 
auf die Lipasewirkung hat. 

Zu diesem Zwecke hielten wir je eine Serie Meerschweinchenserim 
auf 0, 20, 37 und 45°. Nach dem Vermischen der Serumverdiinnunyen 
und der Monobutyrinlésung kommen die Serien auf eine halbe Stunde in 
das auf die entsprechende Temperatur eingestellte Wasserbad, sodann 
wird die auf die betreffende Temperatur abgekiihlte bzw. erwairmte Casein. 
lésung zugefiigt. Nach einer weiteren halben Stunde sowie nach 3 Stunden 
wird das Resultat abgelesen. 


Tabelle II. 





Serum: 
verdunnung 


~~ 
es 
x 


16 32 64 128 | 256 512 | 1024 
i | 
Eaaersstae nach 1/, Std.: 


ge | _ on _ — 


20 6§ +t | ++ | ++ + + - | = - - 

37 are oh ae +it++ T+t'+++4+i ++) + + 

45 eS 14+] ++ | ++ ~ + - 
careening nach 3 Std.: 

no st - 7 _ ~ 

20 + +4++/44++/4 ++/+ ++ +4 i 


87 444 44+444+4/44+4+ 444 44 +l4+-+l444 444144 
45 +t+4t44+i4+ 444+ 444/444 444+ +4 44 144 
Aus diesen Daten ist ersichtlich, daB die Lipase bei 0° unwirksam 

ist, bei 20° ist die Wirkung schwach, bei 37° am besten, bei 45° schlieBlich 

ist die Hydrolyse wieder geringer. 

Bei 0° ist aber die Lipase nicht zerstért worden, denn wenn man 
die 0°-Serie auf Zimmertemperatur bringt, so bietet sie nach 6 Stunden 
dasselbe Bild wie die anderen Versuchsreihen. 

Diese Versuche wurden mit Meerschweinchenserum ausgefiihrt 
Um die Methode auf ihre Feinheit zu priifen, stellten wir fest, ob dieses 
Verfahren bei von verschiedenen Tieren stammenden Seren auffallende 
Unterschiede zeitigt. 

Infolgedessen priften wir in einem gréBeren Reihenversuch ver. 
gleichend die Sera von Meerschweinchen, Pferd, Huhn, Ente, Truthahn 
Gans, Taube, Ratte, Kaninchen, Mensch, Rind und Schwein. 

Wie die Tabelle III zeigt, enthalt das Taubenserum die meiste 
Lipase, es folgen Gans, Ente, Pferd, Meerschweinchen, Ratte, Truthahn 
Mensch, Kaninchen und Huhn. Je mehr Lipase vorhanden ist, desto 
schneller verlauft auch ersichtlicherweise die Hydrolyse, denn in 
einzelnen Serien wird wihrend einer halben Stunde nicht so viel Fett- 
siure frei, um das Casein zu fallen, wohl aber im Verlauf von 
24 Stunden (Mensch, Kaninchen, Huhn). Bei anderen Seren dagegen. 
die einen hohen Lipasegehalt aufwiesen, ist sogleich eine Triibung erfolgt 

Um die Methode zur Erforschung der Schwankungen des Serum. 
lipasetiters bei verschiedenen Krankheiten anwenden zu kénnen, ist e* 
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wichtig zu wissen, welchen Einflu8 die Konzentrationsunterschiede \er 
im Blute auch normal anwesenden Mineralsalze und organischen S\\b. 
stanzen ausiiben. 


Betrachten wir zunichst die Wirkung der verschiedenen Ion: 


I. 0,01g MgSO, werden in 10ccm destillierten Wassers ge)\s: 
Von dieser Lésung kommt 
a) in jedes Rohr 0,1 ccm (enthalt 2 mg-% Mg); 
b) von der MgSO,-Lésung in das erste Rohr 0,1 cem und wird 
mit dem Serum weiter verdiinnt. 
II. 0,022 g CaCl, werden in 10 cem destillierten Wassers gelést nd 
a) in jedes Rohr 0,1 cem (enthalt 10 mg-%, Ca) gebracht ; 
b) 0,1 cem in das erste Rohr usw. verdiinnt. 
III. 0,009 g Na, HPO, werden in 10 ccm destillierten Wassers gelést wind 
a) in jedes Rohr 0,1 ccm (4 mg-% PO,) gebracht; 
b) dasselbe wird weiter verdtant. 
IV. 0,02 g¢ KCl werden in 10 ccm destillierten Wassers gelést wid 
a) in jedes Rohr 0,1 ccm (20 mg-% K) gegeben; 
b) dasselbe wird weiter verdiinnt. 
V. 0,084 g NaHCO, werden in 10 ccm destillierten Wassers gelést wnd 
a) in jedes Rohr 0,1 cem (70 mg-% CO,) gebracht; 
b) dasselbe wird weiter verdiinnt. 
VI. Menschenserum mit physiologischer Kochsalzlésung verdiinnt: 








Kontrolle. 
Das Resultat zeigt Tabelle IV. 
Tabelle IV. 
Menschenserumverd g: | 2 4 8 16 | 32| 64 128 | 256 | 512 1024 
Ablesg. 

‘ _ ff) 88th.) +++ + = — —-|- —|- 
Kontrolle 6. bbdehd st) +o4 14> | + +|— = 
Mg (8, | +44 | + | ¢  £\-|— -|-|- 
in allen Rohren | 24 , |+++++4+/) +++ |) 44+) 4+ /t/- > -!-/- 

= fi.8 » +++ ++ —|j—|— | —|— 
Mg verdinunt Hee» 44444] 444 | 4 | 4 [4+ i 

Ca 8, | +++ ++ + |+t .-|- - 


in allen mgt 4, +4444 4444+/444+44/+/4 -— - 


. we 8 - +--+ Se > —_ — - _— 
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Wir sehen, dab nur das Calcium eine férdernde Wirkung aus: | 
aber auch diese ist nicht sehr groB bei derjenigen Konzentration jc 
sich im Serum bei manchen Krankheiten vorfindet. PO, und K hem en 
die Reaktion nur wenig, CO, hemmt stark. 

Zur Untersuchung der Wirkung der EiweiBkérper und Fiuy if. 
derivate werden von einer 1°,igen Serumalbumin- und Ovalbumin 
lisung bzw. von einer 1°/,9igen Asparagin- und Glykokollésung in 
einer Reihe 0,1 com zu jedem Rohr gegeben, in einer anderen Reihe 
in das erste Rohr 0,1 com; darauf wird mit dem Serum weiter verdiinnt. 

Die Resultate sind iiberraschend: Serumalbumin férdert stark 
die Lipasewirkung (auf das Doppelte), wahrend Ovalbumin hemmt 
Die Aminosauren, wenigstens die beiden von uns untersuchten, Asparagin 
und Glykokoll, férdern stark, und zwar konzentriert mehr, aber auch 
verdiinnt (mit dem Serum zusammen verdiinnt) noch ganz bedeutend 
Dieser Umstand ist bemerkenswert, da sich bei manchen Krankheiten 
die Aminosiuren vermehren, und wenn man dann mit Hilfe dieser 
Methode den Lipasewert bestimmt, muB man diese Tatsache in Rechnung 
ziehen. 

Aus den letzten Spalten der Tabelle VI ist ersichtlich, dai die 
Aminosiuren allein das Casein nicht fallen. 

Bei Anhaufung des Reststickstoffs vermehrt sich aber meistens 
der Harnstoff. Bei Vermehrung der Aminosauren hauft sich auch 
Harnstoff an, und zwar in weit gréBerem Mabe als eben erwahnt; 
wir hielten es daher fiir angebracht, zu untersuchen, welchen Einflu! 
der Harnstoff auf den Serumlipasewert ausiibt. 


= 


Tabelle VII. 





RSs 


Menschenserumverdiinnung: | 2 4 8 | 16 32 64 128) 256 512 1024 
Ablesg 

, . 1 gleich ; t + - -|- 
Kontrolle \) S4Std.++44+4/444 re es cars 

Harnstoff {| gleich as . . - -|—|-|- 
in allen Réhren | 24Std. +++++ t+t+++ +4+4+4+ +4 + 

| 
Harnstoff | gleich ++ + + - |- 
verdimnt | 24Std.+++++ +++ +4/44+4+4+4+ +44 [44+ 


In der ersten Reihe wurden 0,04°,, Harnstoff zu jedem Rohr 
gegeben, zur zweiten Reihe in das erste Rohr 0,04°., Harnstoff gegeben 
und mit dem Serum weiter verdiinnt. Harnstoff verstirkt zuerst «ie 
Wirkung, spater aber hemmt er. 

Die Rolle der auch normal im Serum vorkommenden Gluco 
zeigt Tabelle VIII. 
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Tabelle VIII. 





Menschenserumverdiinnung: 2 4 8 16 32. «64 «=128 256 512 1024 
Ablesg. 
leich + + 4 an Pre ery DE to 
Koatrolle -{ AGed 4+ + 44144444/44444) 44 | 44!) + | - I~ 
Glucose {| gleich } ; + be = . 
nallen Réhren | 24Std.+4++4++ +++4+4+ 44444 +444 +44 44 4 - ie 
Glucose | gleich + } + , ‘ ba 
verdiinnt 94 Std. + + + + +1 44444 /44444/4444)44414414 <— ~ 


In der ersten Reihe wurden von einer 0,1 %, igen Glucoselésung zu jedem 
Rohr 0,05 cem gegeben, in der zweiten Reihe von der Glucoselésung zum 
ersten Rohr 0,05 cem, dann wurde mit dem Serum weiter verdiinnt. 

Glucose steigert also die Geschwindigkeit der Lipasewirkung 
nicht, aber der Titer wird dadurch erhéht. In spateren Untersuchungen 
haben wir gefunden, daB der Lipasewert von Diabetikern héher liegt. 
Kénnen wir dies nicht vielleicht als Ausdruck des héheren Blutzucker- 
wertes ansprechen ? 

Von den normalen Blutbestandteilen haben wir noch die Lipoide 
untersucht. 

Bei den bisherigen Versuchen sind wir so verfahren, dali wir von dem 
zu untersuchenden Stoff so viel zum Serum gaben, daB die Konzentration 
des zu priifenden Stoffes die doppelte des normalen Wertes sein soll. Bei 
der Untersuchung des Cholesterins und Lecithins haben wir von einer 
0,1°/g9igen alkoholischen Cholesterinlésung 0,07 ccm bzw. von einer 
0,2°/,,igen alkoholischen Lecithinlésung 0,1 ccm zum Serum hinzugefiigt. 
Diese Menge war leicht in Lésung geblieben, mehr konnten wir ohne Fallung 
nicht hinzufiigen. 








Tabelle IX. 
M b umverd g: 2 4 8 16 32 «64 #128 256 512 1024 
Ablesg. 
, | 8Std. +44 4 +4 ‘ 
Kontrolle | 24 - +++4 ++ 444 '4444/54+444 444 4 ibe 
Lecithin | S oe +4 + + + - " 
inallen Rohren | 24 , (+4+4+4+4 4444 +44 +4 Bae a 
Lecithin ii 8, ++ 
verdiinnt VWi2d . 44444] 4444 14444!) +44! + 
Cholesterin a +4 +4 4 
inallen Réhren | 24 . +4444 +444 | +44 4 ‘ 
Cholesterin { 8 , +++ ++4 , , E Po 
verdiinnt \ 24 - tte +444 +444 +444 444+ 4 n 


Es ist ersichtlich, daB auch maBige Erhéhung des Lecithins die 
Lipasewirkung hemmt, wihrend Cholesterin in ganz kleinen Gaben 
die Wirkung leicht férdert. 
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EinfluB von Aktivatoren auf die Serumlipase. 


Die Wirkung der Aktivatoren zeigt sich nach Wéillstdtter nic\ 
dadurch, daB sie das Lipasezymogen in wirkliche Lipase umwand:| 
da z. B. das Pankreas in saurem Medium ebenso Fette spaltet wi 
alkalischem bei Gegenwart von Aktivatoren. Die Rolle der Aktivatore» 
ist nach Willstdtter dieselbe wie diejenige der Hemmungsstoffe: si 
wirken durch Adsorption. 


Die Adsorption bezieht sich auf das Enzym oder auf das Substra: 
oder auf alle beide. In letzterem Falle tritt das Enzym mit dem Substra: 
in ein reaktionsférderndes Verhaltnis, zumal, wenn das eine léslich, das 
andere aber unldéslich ist. 


Das Wesen der Adsorption ist, daB sich kolloide Niederschlage bilden, 
welche Enzym und Substrat adsorbieren. Z. B. bei Anwendung der 
Michaelisschen Ammoniak-Ammonchlorid-Puffer zur Untersuchung de: 
Pankreaslipase bildet sich Ammonseife, aus der durch das anwesende 
CaCl, Calciumoleat entsteht. Die Calciumseife adsorbiert das Fett, 
andererseits das Enzym, und in diesem komplexen Adsorbat kann die 
Lipasewirkung mehr zur Geltung kommen. Wenn auch Albumin anwesend 
ist, so bildet sich Albumincalciumoleat, dessen Wirkung noch besser ist. 
Die Wirkung ist dhnlich beim Natr. taurocholicum. 


Ist diese Erklarung auch bei der Serumlipase zutreffend ? 

Um diese Frage zu priifen, haben wir von einer 1 “igen MnS0,.. 
1°%igen CaCl,- und von einer | °,igen Natrium-taurocholicum-Lésung 
0,05 com zu den Serumverdiinnungen gegeben. 





Tabelle X. 
Menschenscrum- 0 
verdiinnung: 2 4 8 16 32. 64 was nna 512 W24 
Ablesg. 
; 8Std. +++ +++ ++ + lal eel (eae heel oe 
Kontrolle flog CR254133 4644146466441 434 +4 = 
7. ici ++4 +++ | ++ + + |}-—|- 
CaCl, - Liog? F¢¢et teste tetas teste letelet +) -— 
et 8 t++4 ++ | ++ + . = Read fart! ibe 
cholicum \/24, +++++\+++++] ++++/ +44 | + |—/-|-/- 
= +++ +++ ++ . t+ |—|-—-|'-/- 
Mn8, - tog” EE Ta a, rere t44 ++ | + + - _— 


Es hat sich ergeben, daB MnSO, die Lipasewirkung nur sehr 
wenig férdert, wahrend CaCl, etwa den doppelten Wert zeigt. Dagegen 
hemmt Natrium taurocholicum stark. Aber wie aus Tabelle V ersichtlich 
ist, ist die zur Aktivierung nétige Menge CaCl, viel geringer. 

Obige Versuchsreihe lehrt, daB auch die Caseinmethode die Wirkung 
der Aktivatoren anzuzeigen vermag. 
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Es ist bekannt, dab die Fermente mit héherer Temperatur zer- 
storbar sind, bzw. in ihrer Wirksamkeit geschwacht werden. Gegen- 
stand unserer weiteren Versuche war, zu bestimmen, bei welcher T'em- 
yeratur die Wirkung abgeschwacht wird und wann das Ferment zerstért 
wird. Ferner, ob die Serumlipase verschiedener Tierarten gegen héhere 
Temperatur verschieden resistent ist. Wir hielten die verschiedenen 
Seren eine halbe Stunde auf 45, 50, 56 und 59° und priiften die Lipase- 
wirkung gegeniiber Kontrollen. 
Als Ergebnis der vielen Parallelversuche kénnen wir behaupten, 
da’ halbstiindiges Verweilen bei 45° die Lipasewirkung nicht oder 
nur sehr wenig schwicht. Bei 50° wurde die Wirkung des Ratten- 
serums stark verringert, die anderen Seren nur wenig. Bei 56° wurden 
Ratten- und Menschenserum inaktiv, die Seren anderer Tiere haben 
gleichfalls an Wirksamkeit stark eingebiiBt, bei 59° endlich wurden 
alle Lipasearten inaktiv. 
Wir dachten zuerst, daS die schwiicheren lipolytischen Seren 
bei niedrigeren Temperaturen ihre Wirksamkeit verlieren. In dieser 
Richtung ausgefiihrte Versuche hatten unsere Vermutung nicht be- 
stittigt. Z. B. Kaninchenserum, das nur schwache lipolytische Wirkung 
aufweist, wurde erst bei 59° inaktiv, waihrend das stark lipolytische 
Rattenserum schon bei 50° sehr geschwicht und bei 56°, wie auch 
Menschenserum, vollig inaktiviert wurde. Die Inaktivierbarkeit hangt 
also nicht von der Lipasemenge ab, sondern wird durch andere, bisher 
unbekannte Faktoren des Serums bestimmt. 
Nach diesen physikalischen Hemmungsfaktoren untersuchten wir 
die Wirkung von Chemikalien, die als sogenannte Fermentgifte bekannt 
sind. Zu diesem Zwecke lésen wir: 
1. 0,1 und 1 mg Kaliumecyanid, 
2. 0,1 und 1 mg Chininum bisulf., 
3. 0.2 mg Natriumfluorid, 
4. 0,02 mg Atoxyl 

in den einzelnen Réhren. 

Die Einstellung geschah derart, daf wir bei der einen Reihe in alle 
Réhren dieselbe Giftmenge gaben, bei einer anderen Reihe das Gift nur 
in das erste Rohr gaben und mit dem Serum weiter verdiinnten, um zu 
sehen, welche kleinste Konzentration des Giftes, das Ferment zu zerstéren, 
geniigt. 

Wie die Tabelle X1 zeigt, schadigt C yankalium in 0,1 °,iger Losung 
das Ferment nicht, aber in 1°,iger Lésung wirkt es stark hemmend, 
und aus der Verdiinnungsreihe ist ersichtlich, daB schon 0.5°/o9ige 
Lésung auf das Ferment wirkungslos ist. Das konzentrierte Serum 
scheint die Wirkung des Cyans zu paralysieren, denn nach 12 Stunden 











F. Hoffenreich : 


L. Gézony, J. Gesell u. 


lt 


ek eed Ee ee | ee et 





t+ Pa, t +4 Piste | }UUN psa 
} 4 yous | uIntTByUBA:) 
— — "PIS FZ ualyoy UeTe ur?» | 
— qos wnyeyuess) 
waa | + + QUUDPJeA ULUTYY) 
SNR TIGSB) VONBIQUEZUOY Jaseip Ul UTeT]e 4ITBJ Tuigg ‘Zunyey ot 
poly ‘PISHZ | UetyoY ues a %/, 7 
yous | urary) 
= + Pe tHe et eet ett | Ett | H+ +++ | Ol... Ck ayyoaquo 
: - | F + tt ttt Ft Fett F444 +444 wo | honed 
Bunsaiqy 
9Z01 zis «67 871 +9 ze ol 8 + Zz : Funuun pssauinsasuaqoulamyrss99 pW 
+ t ++ +4 t+ 2s fad‘ jUUNpPAeA UITtUY 
. — Woe a . t ’ . 19 
qt 7+ + ’ ‘PIShZ | weaqoy wore ur), | 
— - — - _ yors | aay 
+ a +t+tt+ ( t$t4+ |) +++++ | MSP III UUYPseA 
- + qos || minipeyued) 
- _ : + ++ tH Ftttte Ftet ++, PSHE || TIAGO UOTE Ur), | 
~ , ‘ : — + yous | uiniyeyues 
- ae + + + +> t + Pp 
3 r bail —_. ++ + +++ gh ++ ah . * + + « @f[OI3TMOY 
Sunsaiqy 
+201 zis 967 8zI +9 ze 91 8 t z :Sunuunpuaawniosuaqosuayy 





‘TX 91°99L 











137 


Neues Lipasetitrationsverfahren. 


"weg WNZ Fy1azyD10/8 FunsqyuuAynqouow pun [Axoyy 41H urge |) [AxO}Yy (9q ‘“JapURUIZjNS ‘ai Cl [AxO}Y PUN UNJeg UoysLH | [AxOIy 19g 


e701 zis 


wt 


91 8 


‘PIsSts | 


yor| 


Piste |. 


yous | 


+ qos 
Bunsaiqy 


"PIS FZ ' 


1] [Axory 
+ J [Axory 


+ @T/O4QuOY 


Zz :Funuunpssawnasuagrsuay 





eZ01 


962 


sZl 


9 ~ 


+ 


4 PSG 
-- yoras 
qos 


+ 4 “PAS F% 


| 
} 
+ ‘PIS FZ 


t yors | 


Sunsaiqy 


~ 


jUULpPIAA FUN 


wesqoY UOI[B UI JBN 


aT}OuQUEy 


:TUNuUNps dauINiasUudy>UIaMY S199; 





WT 


871 


+ 


ol s 


++ p++ 44+4+4++ 


"PIS FZ 
yous 
"PIS FZ 
qos 
"PIS FZ 
qos 
Sunsaiqy 


\. 
| 
| 


UUNpsIeA RN” 


ued yu uel]? ul 7 BN 


+ a]O4310¥y 


z : Bunuunpsaaumnsasusyqosuay 





*(3unz4083104) TX eT]9qQRy, 


P4S Fe 
mNorrlinxn 


JUUNPdeA 





~ 








138 L. Gézony, J. Gsell u. F. Hoffenreich : 


sehen wir bei der doppelten Serumverdiinnung volle Wirkung, be; 
der achtfachen Verdiinnung ist keine Wirkung zu erkennen, wahren: 
bei dem Kontrollserum komplette Fallung eintritt. 

Bei dem Chinin tritt dagegen bei Eiweibgegenwart starke Hemmuny 
ein. Im ersten Rohre ist keine Lipasewirkung festzustellen, in vier- 
facher Verdiinnung ist die Hemmung schon nicht mehr so stark. 
Die Verdiinnungsreihe zeigt wieder, daB 0,1°%ige Konzentration 
hemmt, wihrend der vierte Teil, 0,025°,,, zur Hemmung schon nicht 
mehr ausreicht. 

Natriumfluorid ist schon ein stirkeres Gift fiir die Serumlipase 
Im Versuch mit menschlichem Serum hemmt 0,2°%, véllig, und der 
16. Teil (0,013 °,) ist bereits fiir die Zerstérung des Ferments geniigend. 

Atoxyl ist das starkste Gift fiir die Serumlipase. 0,02 °(, vernichtet 
das Ferment vollkommen und, wie die Verdiinnungsreihe zeigt, ist 
die Wirkung momentan, da auch durch weitere Verdiinnung keine 
Hydrolyse zustandegekommen ist. 

Diese Untersuchungen geben keine neuen Ergebnisse, wir wollten 
nur zeigen, in wie einfacher Weise sich mit Hilfe dieser Methode die 
Wirkung verschiedener Stoffe in verschiedenen Einstellungen demon- 
strieren 1aBt. 

Wir haben gezeigt, in wie geringen Konzentrationen einzelne 
Gifte das Ferment zu zerstéren imstande sind, wir wollen auch den 
entgegengesetzten Effekt mitteilen. Als wir die Wirkung verschiedener 
Tonen auf die Serumlipase priiften — diese Versuche werden erst spater 
eingehend veréffentlicht —, haben wir folgendes gefunden: Wenn wir 
0,007 g CdSO, in | Liter destillierten Wassers lésen (0,00003 mol. 
Lésung) und 0,1 cem in die einzelnen Réhren geben, in einer anderen 
Reihe diese Menge als Anfangsvolumen zum Serum geben und es damit 
weiter verdiinnen, so steigert nicht die konzentriertere, sondern die 
mehr verdiinnte CdS O,-Lésung die Lipasewirkung sehr stark. 

Wir gaben also zum Serum 0,0007 mg Cd; diese Menge férderte 
nur wenig. Gaben wir dagegen diese Menge in das erste Rohr und 
verdiinnten weiter mit dem Serum, so wurde der Lipasetiter auf das 
Vierfache gesteigert. Dabei wurde das Cadmium auf das 32fache 
verdiinnt, und das betreffende Rohr enthielt 0,00002 mg Cd. 

So férdert Cd noch in einer Verdiinnung von 1 : 50000000 die 
Lipasewirkung, was mit der schon lange bekannten férdernden Wirkung 
von Metallsalzen bei enzymatischen Prozessen iibereinstimmt. Riche‘ 
und Duclaux stellten fest, daS Sublimat und Kupfervitriol in einer 
Verdiinnung von 1: 2000000 die Milchsiurebildung durch Milch- 
siurebakterien férderten. Unser Ergebnis iibertrifft vielleicht nur 
Bertrands Angaben. Er fand, daB die Entwicklung von Aspergillus 
durch Mangan geférdert wird. Wenn der Nihrboden kein Mn enthielt, 
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so entwickelt der Aspergillus keine Conidien, aber es war ausreichend, 
wenn 10000 Liter Wasser 0,001 g Mn enthielten, daB8 Sporulation 
ert Igte. 

Wir nehmen die Wirkung des Cd-Salzes deshalb aus der Versuchs- 
reine heraus und lenken die Aufmerksamkeit darauf, um festzustellen, 
dai wir, wenn wir von Serumlipasetiter sprechen, immer nur die Lipase- 
wirkung messen, die abhangig sein kann von der Menge der Serum- 
lipase, aber auch von der Konzentration der anwesenden Begleitstoffe. 

Wir haben uns bemiiht, im Rahmen dieser Arbeit auf alle diese 
Faktoren hinzuweisen, welche die Lipasebestimmung beeinflussen, und 
glauben, daB wir eine einfache, mit wenigen Apparaten und Ausgaben 
ausfiihrbare Methodik gefunden haben, vermittelst welcher die Schwan- 
kungen der Serumlipase bei physiologischen Bedingungen und patholo- 
gischen Verhaltnissen leicht zu bestimmen sind. Diese Versuche sind 
jetzt im Gange. 





Uber den Kreatinphosphorsiuregehalt in den weiGen und roten 
Muskeln bei experimentellem Skorbut und bei Polyneuritis', 


(Zugleich ,,Beitrag zur Biochemie der Avitaminosen, Nr. 12%.) 
Von 
Alexander Palladin und 8. Epelbaum. 
(Aus dem Ukrainischen Biochemischen Institut in Charkow.) 


(Eingegangen am 1. Oktober 1928.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Um eine Aufklarung iiber die Rolle der Kreatinphosphorsaure in den 
Muskeln zu erhalten, ist es durchaus notwendig, die Umwandlungen 
der Kreatinphosphorsaure der Untersuchung zu unterziehen, welche 
bei verschiedenen physiologischen und pathophysiologischen Zustanden 
durch die eine Anderung im Kreatin- und ,,Lactacidogen‘stoffwechse! 
hervorgebracht wird, entstehen. 

In die Reihe solcher pathophysiologischen Zustande gehdéren «lic 
Avitaminosen, bei denen gewOhnlich sowohl der Kohlehydrat- wie auch 
der Kreatinstoffwechsel eine Veranderung erfahrt. Wir haben fiir 
unsere Untersuchungen zwei Formen der Avitaminosen gewahlt, cen 
experimentellen Skorbut und die Polyneuritis, deren Einflu8 auf den 
Kreatinstoffwechsel besser als der anderer Avitaminosen bekannt. ist 

A. Paliadin und Kudrjawzewa (1), die sich mit der Frage nach der 
Wirkung von Skorbut auf den Kreatingehalt der Muskeln beschaftigten, 
haben feststellen kénnen, daB bei Skorbut der Kreatingehalt der Muskeln 
erhéht ist, und daB ferner diese Erhéhung um so bedeutender ist, je grover 
der Zeitraum zwischen dem Anfang der kiinstlichen Erzeugung der Avita- 
minose und der Zeit der Analyse der Muskel ist. 

Kudrjawzewa (2), die sich mit der Frage nach dem Einflu8 der Poly- 
neuritis auf den Kreatingehalt der Muskeln beschaftigte, hat gezeigt, dali 
bei der Polyneuritis gleichfalls eine Erhéhung des Kreatingehalts erfolgt. 


! Vorgetragen auf den Physiol.-KongreB des U. d. 8. 8. R. in Moskau 
am 29. Mai 1928 und bei der Tagung der Gesellschaft deutscher Natur 
forscher und Arzte in Hamburg am 20. September 1928. 
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(‘ber den Einflu8 von Skorbut und Polyneuritis auf das ,,Lactacidogen“ 
der Muskeln gibt es in der Literatur keine Hinweise; was aber den Kohle- 
hydratstoffwechsel bei verschiedenen Avitaminosen anbelangt, so geht aus 
den Arbeiten von Funk, A. Palladin, Collazo und Bickel deutlich hervor, 
iali dieser Umsatz in gréBerem oder kleinerem MaBe eine Veranderung 
erfahrt. Sacks (3) hat feststellen kénnen, da®8 beim Hungern der Lacta- 
cidogengehalt der Muskeln erhéht ist; wir wissen aber, dai so manche 
chronisch verlaufende Formen der Avitaminose in so manchem dem 
Hungern ahnilich sind. 


In unseren Versuchen hat uns nicht nur der Gehalt der Muskeln 
an Kreatinphosphorsaure interessiert, sondern auch der Gesamtkreatin- 
und Gesamtstickstoffgehalt, der ,,Lactacidogen’gehalt, sowie der 
Gehalt an anorganischer Phosphorsaure. 


Die Bestimmung des Gesamt-N wurde nach der Methode von Folin- 
Gulick ausgefiihrt (um zwei parallele Bestimmungen machen zu kénnen, 
wurden von jedem Muskel zwei Portionen von je 70 bis 100 mg mit Hilfe 
der Torsionswaage abgewogen). 


Der Kreatingehalt wurde nach der fiir geringere Gewichtsmengen von 
Muskeln modifizierten Methode von Riesser-Palladin bestimmt. Namentlich 
kleine Muskelstiickchen (von 250 bis 600 mg Gewicht) wurden in einem 
Porzellanmérser mit Quarzsand und 5cem 5 %iger NaCl-Lésung sorgfaltig 
verrieben und dann die zerriebene Masse in ein breites Probierglischen 
gebracht, und unter Erwarmen wurde das Eiwei8 mit Essigséure ausgefillt. 
Mittels viermaligen Kochens des Muskelbreies mit je 10 ccm 5 %iger NaC! 
wurde dann das Kreatin vollstaéndig ausgezogen. Die Uberfiihrung des 
Kreatins in Kreatinin, sowie die kolorimetrische Bestimmung des letzteren 
wurde in gewdhnlicher, in unserem Institut iiblicher Methode von Riesser- 
Palladin (4) ausgefiihrt. 

Die Kreatinphosphorséure (sowie anorganische Phosphorséure) wurde 
nach der in unserem Institut von Ferdmann (5) ausgearbeiteten Methode 
bestimmt. Diese Bestimmung wird bei uns jetzt in folgender Weise aus- 
gefiihrt. Der zur Untersuchung kommende Muskel wird méglichst rasch 
und vorsichtig auspripariert und von ihm mit Hilfe der Torsionswaage 
zwei Portionen von je 300 bis 500 mg abgewogen; jede Portion wird im 
Mérser mit einer Lésung von Borax (py = 9,16) und Quarzsand gut ver- 
rieben, worauf die Fallung der EiweiBstoffe mit Trichloressigsiure und 
die Filtration der Fliissigkeit mit einer Lésung von Na,CO,, welche zur 
Neutralisation der Trichloressigséure dienen soll, erfolgen. Die Phosphor- 
siure im Filtrat wurde kolorimetrisch nach Fiske und Subbarow (Kolori- 
meter von Leitz) bestimmt. Der Unterschied zwischen der ersten und 
letzten (nach 1 Stunde) Ablesung am Kolorimeter gibt den Gehalt der 
Phosphorséure der Kreatinphosphorsaure. 


Noch zwei Portionen desselben Muskels werden rasch mit einer 4 °,igen 
HCl-Lésung und Quarzsand verrieben und dienen zur Bestimmung der 
.anorganischen“*, nach Embdens Nomenklatur, Phosphorséure, d.h. der 
Summe der wahren anorganischen Phosphorséure und der bei Zerreiben 
mit HCl sich von Kreatinphosphorséure abspaltenden Phosphorsaure. 
Durch Subtraktion von diesem Wert der Phosphorséuremenge, die in 
Kreatinphosphorsaure enthalten ist, wird die Menge der wahren anorganischen 
Phosphorséure berechnet. 
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Die Phosphorséure des ,,Lactacidogens“‘ im Sinne Embdens, d.h. dj 
Menge der sich bei zweistiindiger Autolyse eines Muskelbreies in 2° ige, 
NaHCoO,-Lésung bei 45°C abspaltenden Phosphorséure wurde nach de; 
bekannten Methode von Embden bestimmt. Alle Bestimmungen de; 
Phosphorséure wurden nach der kolorimetrischen Methode von Fiske un: 
Subbarow (Kolorimeter von Leitz) ausgefiihrt. 


1. Skorbutversuche. 


Zur Untersuchung der Wirkung des Skorbuts auf die uns inte: 
essierenden Muskelbestandteile haben wir uns erwachsener Meer 
schweinchen bedient, bei denen die Erkrankung dadurch hervor 
gerufen wurde, daB sie einige Zeit mit im Autoklaven bei einer Ten 
peratur von 120° 2 Stunden lang erwirmtem Hafer und Riibe: 
gefiittert wurden. Zu Untersuchungszwecken wurden die Tiere in 
manifesten Stadium des Skorbuts getétet. 

Da unsere Arbeiten [A. Palladin und 8S. Epelbaum (6)] erwieser 
hatten, da der Kreatinphosphorsiuregehalt in weiBen und _ rote: 
Meerschweinchenmuskeln ein verschiedener ist, und dai der Herz 
muskel wieder einen anderen Gehalt aufweist, da ferner die Erwartung 
ungleichen Einflusses auf verschiedene Muskeln uns vollkommen 
gerechtfertigt schien', haben wir jedesmal die Untersuchungen an den 
weifen Muskeln — M. biceps femoris —, den roten — M. semitendinosus 
und an dem Herzmuskel ausgefiihrt. 

In der Tabelle I sind die Mittelwerte des normalen Gehalts der 
uns interessierenden Substanzen in den weiben, roten und Herzmuskeln 
von Meerschweinchen zusammengestellt?. In der Tabelle IT sind fiini 
von unseren Analysen von Muskeln skorbutkranker Meerschweinche' 
wiedergegeben. 

Wie aus diesen Tabellen hervorgeht, erfahrt der Kreatingehal! 
in den weiBen und in den roten Muskeln eine bedeutende Erhéhung 

Diese Resultate stimmen vollkommen mit friiheren Angaben von 
A, Palladin und Kudrjawzewa iiberein, die bei der Bestimmung des 


Kreatins in der ganzen Muskelmasse der Pfoten skorbutkranker Meer- 
schweinchen eine Erhéhung des Kreatins feststellen konnten. 


Der Kreatingehalt erhéht sich beim Skorbut durchschnittlich 
von 0,538°, (normal) bis zu 0,614°, im M. biceps femoris, und von 
0,482 bis zu 0,504°, im M. semitendinosus. 


1 Einen ungleichen Einflu8 tiben die Vergiftungen mit Phosphor wn! 
Tetrahydro-8-naphthylamin auf verschiedene Muskeln aus, wie es lic 
Arbeiten von A. Palladin, Kudrjawzewa und Ssawron gezeigt haben (s. Hoppe- 
Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 1928). 

2 Diese Tabelle ist nach den Ergebnissen unserer friiheren Arbeit 
(Hoppe-Seylers Zeitschr. 178, 179, 1928) zusammengestellt. 
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Die Bestimmung des ,,Lactacidogengehalts*“* hat beim Skorbut 


Tendenz zur Steigerung ergeben; der Lactacidogengehalt des M. bicep lie 
ergab beim Skorbut bedeutend gréBere Schwankungen als in der Nory, er 
dabei waren die Mittelwerte beim Skorbut gréBer als die bei normale; Mi 
Verhaltnissen. Im M.semitendinosus war diese Steigerung des Lact, rel 
cidogengehalts etwas starker als im M. biceps, was den Skorbut von andere; 


Einfliissen, wie z. B. Fieber und Phosphor, welche (nach Embde? 
Isaak, nach Adam und nach Palladin und Ssawron) keine Wirkuny ay; 


das Lactacidogen der roten Muskeln ausiiben, wihrend die Verinderigey - 
im Lactacidogengehalt der weiBen Muskeln erheblich sind, stark unter. ge! 
scheidet. 41 


Wie aus Tabellen I und II und aus Abb. 1 hervorgeht, bewirt: 
der Skorbut eine Verminderung des Kreatinphosphorsiéuregehalts des @ 


M. biceps um etwa 25°,,. Seine Wirkung auf die Kreatinphosphorsiv le 
der roten Muskeln (M. semitendinosus) ist eine noch gréBere; bei skor wt AY 
kranken Meerschweinchen ist der Kreatinphosphorsiuregehalt des J 


M. semitendinosus um etwa 41° |, geringer als in der Norm. 
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Kreatinphosphorsauregehalt der weifen, Kreatin der Kreatinphosph in 
roten und Herzmuskein von Meer des Gesamtkreatins in verschiedenen 
schweinchen bei der Norm und bei Muskeln bei Skorbut im Vergleich zur 
Skorbut. Norm. 
DO 
Es ist von Interesse, diese Resultate mit denen der Untersuchungen 
iiber die Wirkung des Phosphors (A. Palladin und Kudrjawzewa) wn wi 


des Tetrahydro-f-naphthylamins (A. Palladin und Ssawron) zu ver @ 
gleichen: Phosphor und Tetrahydro-8-Naphthylamin tiben gleichfall 


einen groBeren EinfluB auf den Kreatinphosphorsauregehalt in roten  ! 
Muskeln und einen geringeren auf den weiben Muskeln aus. Abb. ° se! 
zeigt, dal} bei Skorbut ein kleinerer Prozentsatz von Kreatin mit @ ” 
Phosphorsiure (in der Form von Kreatinphosphorsaure) verbunce: wi 
ist als bei der Norm. Das gilt ebenso fiir die roten, wie fiir die weilen § '* 


Muskeln (vgl. auch Tabelle IL), wobei diese Verminderung in den rot: 


Muskeln mehr ausgeprigt ist als in den weiben. 7 
Die Mengen der anorganischen Phosphorsiure sind beim Skor!' 
wie im M. biceps, so auch im M. semitendinosus erhOht; dabei ist dic~ 
2 


Erhohung in roten Muskeln bedeutender als in den weiben. 
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Diese Erhéhung mu in Zusammenhang damit gebracht werden, da 
ie Verminderung des Kreatinphosphorséuregehalts beim Skorbut eine 
edeutendere als die Erhéhung des Gehalts an ,,Lactacidogen“ ist. In roten 
Muskeln findet eine bedeutendere Verminderung des Kreatinphosphorsaure- 
halts statt, deshalb erweist sich ein bedeutenderer Zuwachs der an- 
rganischen Phosphorséure. 

Wenn wir uns nun zum Herzmuskel wenden, so kénnen wir aus 
fabellen I und Il, sowie aus Abb. | und 2 ersehen, daB der Kreatin- 
gehalt der Herzmuskeln skorbutkranker Tiere von 0,318 °% (Norm) bis 
wf 0,239°,, also um 23°,, gegeniiber der Norm, vermindert ist. 

Einen noch gréBeren EinfluB des Skorbuts sehen wir in der 
Wirkung auf die Kreatinphosphorsiiture des Herzmuskels. Bei keinem 
ler skorbutkranken Tiere haben wir in der letzten Skorbutperiode 
Kreatinphosphorsiure in den Herzmuskeln aufweisen kinnen, sie ent- 
ielten keine Kreatinphosphorsaure. 

Was das ,,Lactacidogen’ anbetrifft, so war sein Gehalt in den 
Herzmuskeln kranker Tiere stets ein geringerer als in der Norm. 

Wenn wir nun eine Erklarung der von uns erhaltenen Resultate, 
auptsichlich aber der, da der Kreatinphosphorséuregehalt in weiben 
und in einem noch gréBeren MaBe in roten Muskeln der Pfoten manifest - 
-korbutkranker Tiere (unsere Versuchstiere wurden eben im manifesten 
Stadium getétet) vermindert ist, daB ferner in dem Herzmuskel unter diesen 
(Umstaénden die Kreatinphosphorséure sich iiberhaupt nicht finden laBt, 
venn wir nun hierfiir eine Erklarung suchen wollten, so miiBten wir vor 
len im Auge behalten, daB im Endstadium des Skorbuts bei Meerschwein - 
hen sich eine so bedeutende Muskelschwiache entwickelt, daB die Tiere 
vanz bewegungslos liegen und die Herztatigkeit auch schwach und sehr 
erlangsamt ist. 

2. Polyneuritisversuche. 


Bei Tauben wurde die Polyneuritis durch Fiittern mit weibem, 
poliertem Reis und gekochtem Wasser erzeugt. Ein Teil der Versuchs- 
tauben ergab die chronische Form von Polyneuritis, ein anderer Teil 
wurde in akuter Form, welche sehr ausgeprigte Polyneuritissymptome 
gegeben hat, der Untersuchung unterzogen. 

Die Analysen der Muskeln (der roten Brustmuskeln) von normalen 
Tauben ergaben Werte, die denjenigen von Kudrjawzewa und Ferdmann 
sehr nahe stehen: Unsere Werte fiir den Gesamtkreatingehalt schwankten 
zwischen 0,427 bis 0,490°, (Mittelwert 0.454°,); diese Werte sehen 
wir als Mittelwerte des Kreatingehalts der Brustmuskeln normaler 
Tauben an. 

Der Gehalt an ,,Lactacidogen* bei normalen Tauben ist etwa 0,190 °,. 
Lyding gibt ungefahr denselben Wert an, doch sah er manchma! héhere 
Werte (bis 0,240 %). 

Der Kreatinphosphorsiuregehalt desselben Muskels schwankt 
zwischen 0,095 bis 0,145°,,, ist also im Mittelwert etwa 0.113". 
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Daraus folgt, das 25 bis 42°, des Kreatins (im Mittel 30%) in jen 
Brustmuskeln normaler Tauben in Verbindung mit der Phosphors® ire 
als Kreatinphosphorsaure sich befinden. 

Bei der chronischen Form der Polyneuritis ist, wie man aus Tabelle | || 
in der fiinf von unseren diesbeziiglichen Versuchen wiedergegeben sii 
und aus Abb. 3 ersehen kann, der Kreatingehalt bei polyneuritisclen 
Tauben fast derselbe wie in der Norm, selten etwas erhdht, im Mitte! 
aber normal, nimlich 0,453 °%. 


Tabelle III. 


Polyneuritistauben. Chronische Form. 





. 2 SZ 183 | S8e S8eiuse 2 
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Nr 9 Tage Oo O}6 5s 0 0 lo 9 “a é 
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1 32 30 3,77, 0,473) 4,00 «(0,136 0,057 0,072 15,22 0,246 
2 32 43 340 0,458 4,23 0,231 0,032 0,048 9,38 0,189 
3 40 37 = «3,36 «60,417 «3,98 0,101 0,041 0,055 1318 | 0,268 
4 16 38 = 3,36 «(0,424 «44,02 0,331 0,082 0,043 10,14 0,167 
5 31 44 3,04 0,483 454 0,322 0,057 0,076 17,55 0,139 


Minimum : 3,04 0,417 3,98 0,101 0,082 0,043 938 4,139 
Maximum : 3,77 0,473 4,54 0,831 0,057 | 0,072 17,55 0,268 
Durehsehn.: 3,39 0,441 415 0,224 0,044 0,058 13,09 0,202 


Der Gehalt an Kreatinphosphorsdure ist viel geringer als in der 
Norm, etwa 0,044°%,. Dementsprechend ist der Prozentgehalt des 
gebundenen Kreatins auch um vieles geringer; nur 13,09°, des ge- 
samten Kreatins sind als Kreatinphosphorsaiure enthalten (vgl. Abb. 3 
und 4). Die chronischen Formen von Polyneuritis iiben also denselben 
EinfluB auf den Gehalt der Muskeln an Kreatinphosphorsdure aus, wir 
Skorbut; rufen namentlich eine mehr oder weniger stark ausgepriat 
Verminderung des Kreatinphosphorsduregehalts hervor. 

Der ,,Lactacidogengehalt*‘, obwohl er bei verschiedenen Tauben grote 
Schwankungen aufweist, ist doch erheblich erhéht, = etwa 0,224°%. Daraus 
14Bt sich ersehen, daB die chronischen Formen der Polyneuritis einen 


analogen EinfluB auf den ,,Lactacidogengehalt** der Muskeln ausiiben, 
wie das Hungern (Sacks) und der Skorbut. 


Und in Wirklichkeit ist die chronische Form der Polyneuritis in vielem 
dem Hungern ahnlich: Die Tauben verlieren viel an ihrem Gewicht, weisen 
deutliche Symptome der Erschépfung auf, leiden an Muskelschwache und 
liegen infolgedessen bewegungslos. Dieser Umstand mu8 dem obenerwahnten 
EinfluB (stark ausgesprochene Verminderung) der chronischen Form der 
Polyneuritis auf den Kreatinphosphorsduregehalt der Muskeln gegeniibe: 
gestellt werden. 
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Tabelle 1V. 


Polyneuritistauben. Akute Form. 





° » 2 ° 7 2» © 2 ry ° 2 e . 2 z ‘ 
a = Z lip | Sc ce ce -~ 2° S s 
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elite | 82 ¢ $ 23 Ose Seb Ses seese s& 
5) sg? 22 & « £8 %3°\ 532) 832 Sere Sx 
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24 14 360 0458 406 0,163 0145 0194 4235 0,193 
9 . - 3.92 0508 4.15 0,120 0179 0218 4291 0,268 
Durchschn.: 3,76 0483 410 0,141 | 0.162 0,206 4268 0,230 


Ein ganz anderes Bild zeigen die akuten Formen der Polyneuritis. 
Wie man aus Tabelle IV, in der zwei von den entsprechenden Versuchen 
wiedergegeben sind, ersehen kann, ist der Kreatingehalt der Muskeln 
bei akuten Formen mehr oder weniger stark erhéht; das stimmt voll- 
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Kreatinphosphorsauregehalt der Tauben- Prozentsatz des gebundenen Kreatins 
brustmuskeln bei der chronischen und in den Taubenbrustmuskeln bei der 
akuten Polyneuritis im Vergleich zur chronischen und akuten Polyneuritis 
Norm. und in der Norm 


kommen damit iiberein, was Kudrjawzewa in den Fallen, wo die poly- 
neuritischen Tauben ein fiir die akute Polyneuritis typisches Bild 
aufweisen, gesehen hat. 


Einen noch gréBeren Unterschied zwischen der chronischen und 
akuten Form von Polyneuritis sehen wir im Gehalt der Muskeln 
an Kreatinphosphorsdure, der bei chronischer Form bedeutend geringer, 
bei der akuten im Gegenteil stark erhdht ist (in der Norm 0,113°%,, bei 
akuter Polyneuritis 0,162°(,). Der Prozentgehalt gebundenen Kreatins 
ist bei akuten Formen von Polyneuritis entsprechend gréBer als in 
der Norm: etwa 42°, des gesamten Kreatins sind als Kreatinphosphor- 
saure enthalten (s. Abb. 3 und 4). 
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Der ,,Lactacidogengehalt** hingegen ist bei akuten Formen ein vie) 
geringerer, als bei chronischer Form, etwa 0,141 %. 

Bei akuter Polyneuritis sehen wir bei Versuchstauben keine 
den chronischen Formen eigentiimliche Erschépfung und Muskel. 
schwiche; im Gegenteil sind hier Muskelkriampfe nicht selten; zugleich 
sehen wir bei akuten Formen eine Steigerung des Kreatinphosphor 
siuregehalts und eine Verminderung des Gehalts an ,,Lactacidogen 
Bei chronischen Formen ist im Gegenteil, gleich wie beim Skorbut 
bei dem die Symptome der Muskelschwache deutlich hervortreten 
der Kreatinphosphorsauregehalt vermindert und der an ,,Lactacidogen 
erhoht. 

Obwohl diese Befunde noch kein bestimmtes Urteil tiber die Rolle 
der Kreatinphosphorsiure in den Muskeln rechtfertigen, so sprechen 
sie doch dafiir, daB die Kreatinphosphorsaure eine Tatigkeitssubstany 
ist, deren Umsatz mit der Funktionsleistung verschiedener Muskeln 
zusammenhingt. Wir haben gesehen, daB in Muskeln, denen nicht di 
gleiche Funktionsleistung eigen ist, die Veranderungen im Kreatin 
phosphorsauregehalt nicht gleichsinnig verlaufen; dagegen erfahrt bei 
verschiedenen Bedingungen der Kreatinphosphorsauregehalt in den 
roten Muskeln gréBere Anderungen, erweist sich also labiler als in 
weiBen Muskeln. 

Zusammenfassung. 

1. Gegenstand der Arbeit war, den EinfluB von Skorbut und Poly. 
neuritis auf den Kreatinphosphorsiure-, Kreatin- und ,,Lactacidogen’ 
gehalt der roten und weiBen Muskeln von Meerschweinchen und Tauben 
zu untersuchen. 

2. Im Endstadium des Skorbuts, wenn die Versuchstiere schon 
sehr viel Kérpergewicht verloren haben und sehr erschopft waren 
wurden sie getétet. Unter solchen Bedingungen enthielten die Muske!n 
der Pfoten geringere Mengen von Kreatinphosphorsaiure als in der 
Norm; das war bei den roten Muskeln besonders stark ausgepragt 
Der .,Lactacidogengehalt*’ war im Gegenteil héher als in der Norm 

3. Im Herzmuskel skorbutkranker Meerschweinchen abt sich 
iiberhaupt keine Kreatinphosphorsiure aufweisen. Der Gehalt an 
Lactacidogen ist ebenfalls betrachtlich vermindert. 

4. Chronische und akute Formen der Polyneuritis unterscheiden 
sich wesentlich voneinander in ihrer Wirkung auf Kreatinphosphor- 
siuregehalt (auch auf ,,Lactacidogengehalt*’) der Muskeln. 

5. Bei chronischen Formen der Polyneuritis ist der Gehalt der 
Muskeln an Kreatinphosphorsaure bedeutend geringer als in der Norm 
der an ,,Lactacidogen‘‘ im Gegenteil erhdht. 

6. Bei akuten Formen ist der Kreatinphosphorsauregehalt erhélit 
der des Lactacidogens vermindert. 
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7. Beim Skorbut sind die Veranderungen im Kreatinphosphor- 
siuregehalt der roten Muskeln starker ausgeprigt als die der weiben, 
obwohl in der Norm die ersteren armer an Kreatinphosphorsiure sind 
als die letzteren 

8. Avitaminoseuntersuchungen, gleichwie Versuche mit Phosphor 
und Tetrahydro-f-naphthylamin, haben gezeigt, daB in weiBen und 
roten Muskeln, denen eine verschiedene Funktionsleistung zukommt, 
die Veranderungen im Kreatinphosphorsauregehalt keineswegs gleich- 
sinnig verlaufen; der Kreatinphosphorsdurestoffwechsel der Muskeln 
steht mit ihrer bestimmten, ihnen eigenen Funktion in irgendwelchem 
engsten Zusammenhang. 
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Uber 
den Einflu6 von Hungern auf den Kreatingehalt in Muskeln 
und auf die Kreatin- und Kreatininausscheidung bei Katzen. 


Von 


Alexander Palladin und S. Epelbaum. 
(Aus dem Ukrainischen Biochemischen Institut in Charkow.) 
(Eingegangen am 1. Oktober 1928.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Obwohl die Frage nach dem EinfluB des Hungerns auf die Kreatin 
und Kreatininausscheidung und auf den Gehalt der Muskeln an Kreatin 
von vielen Forschern untersucht worden ist, ist doch noch vieles nicht 
geniigend klargestellt. insbesondere aber iiber den EinfluB des Hungers 
auf den Kreatinumsatz der Muskeln. 


Als erster hat Benedict (1) auf das Erscheinen von Kreatin im Harn 
hungernder Menschen aufmerksam gemacht, was dann wieder von ihm 
selbst, Diffendorf (2) und Cafheart (3) bestatigt wurde. Dorner (4), der sic! 
mit denselben Untersuchungen an Kaninchen beschaftigte, hat gezeigt, 
da8B beim Hungern im Harn Kreatin auftritt, dessen Menge wihrend der 
Dauer des Hungerns zunimmt, dagegen die Ausscheidung des Kreatinins 
merklich geringer wird. Diese Befunde von Dorner iiber die Kreatinuri 
bei Kaninchen wurden von Mendel und Rose (5) bestatigt. 


Bei Hunden ist die Kreatinurie wahrend des Hungerns von Kleiner (6), 
Richards und Wallas (7), Wolf und Osterberg (8), Howe und Hawk (9) und 
Ska/fidi (10) nachgewiesen. Wolf und Osterberg haben zeigen kénnen, al 
bei Hunden das Kreatin an 3 Hungertagen erscheint und die Kreatini 
ausscheidung allmahlich geringer wird. 


Die Ausscheidung N-haltiger Stoffe im Harn beim Hungern ist be 
sonders von Howe und seinen Mitarbeitern untersucht worden; ganz be- 
sonders interessant ist sein Versuch am Hunde, der 117 Tage dauerte; 
wobei der Hund 63 % seines Anfangsgewichts verloren hatte. Beim Hungern 
fallt auf Kreatinin ein viel gréBerer Prozentsatz des gesamten N als bei 
normaler Ernéhrung, Mit der Dauer der Hungerperiode wird die Kreatini 








celn 
ren. 


bin- 
itin 
icht 


fers 


arm 
ihr 
sic} 
igt, 
der 
uns 


irk 


(6), 
ind 
lab 


nh 


be- 
be- 


ern 
bei 





A. Palladin u. 8. Epelbaum: Einflu8 von Hungern usw. 151 


au-scheidung eine relativ geringere. Besonders stark fallt die Kreatinin- 
au-scheidung in der letzten Hungerperiode, nahe vor dem Tode. Dieser 
FinfluB des Hungerns auf die Kreatininausscheidung wird noch bemerkbarer, 
wenn man die Zeit des Hungerns, wie es Morgulis (11) macht, derart in 
vier Perioden einteilt, daB eine jede dieser Perioden den Zeitraum umfaBt, 
wahrenddessen das Versuchstier 25%, seines gesamten Gewichtsverlustes 
ve rliert. 

In den Versuchen von Howe war die Kreatinausscheidung mit dem 
Fortsehreiten des Hungers gestiegen. Kasawa (12) hat feststellen kénnen, 
da’ im Harn die gesamte Kreatininmenge beim Hungern eine gréBere ist 
als in der Norm; am zweiten und vierten Hungertage eine starke Zunahme 
der Kreatin- und Kreatininausscheidung, worauf eine allméhliche Senkung 
erfolgt; am 14. Hungertage ist die im Harn ausgeschiedene Kreatin- und 
Kreatininmenge dieselbe wie in der Norm. Dieses steht in voller Uberein- 
stimmung mit den Resultaten von Lewanzin (13), der das Maximum der 
gesamten Kreatin- und Kreatininmenge beim Menschen am vierten Hunger- 
tage und als Anfang der Kreatinausscheidung den dritten Tag gefunden hat. 


Bei hungernden Meerschweinchen ist die Kreatinausscheidung von 
A. Palladin (14) konstatiert worden. Morgulis (15), die Arbeiten (be- 
sonders von Howe) iiber den EinfluB des Hungerns auf die Kreatinausschei- 
dung zusammenfassend, spricht die Ansicht aus, da8 die Kreatinurie nur 
eine oft, keineswegs aber unbedingt auftretende Folge des Hungerns sei, 
da erstens Howe in seinen Versuchen ganz unbedeutende Mengen von 
Kreatin in der zweiten und dritten Hungerperiode gefunden hat und weil 
zweitens Mc Collum und Steenbok (16) bei hungernden Ferkeln iiberhaupt 
keine Kreatinurie nachgewiesen haben. Ssawron (17) hat dagegen bei 
hungernden Ferkeln Kreatinurie konstatieren kénnen. 

Die Frage nach dem Einflu8 des Hungerns auf den Kreatingehalt der 
Muskeln ist gleichfalls noch nicht klargestellt. Demant (18) hat festgestellt, 
daB bei hungernden Tauben der Kreatingehalt der Muskeln zweimal gréBer 
ist als in der Norm. Dorner hat bei hungernden Kaninchen eine Herab- 
setzung des Kreatingehalts der Muskeln ermittelt. Mendel und Rose dagegen 
haben zeigen kénnen, daB bei Kaninchen, die 9 bis 16 Tage hungerten, 
gleichwie bei Hiihnern, die 14 bis 18 Tage hungerten, der Gehalt der Muskeln 
(Riicken- und Hinterpfotenmuskeln von Kaninchen und Brustmuskeln der 
Hiihner) an Kreatin ein gréBerer ist als in der Norm. Dasselbe haben Howe 
und Hawk beim hungernden Hunde festgestellt. 


Myers und Fine (19) haben bei Kaninchen die Muskeln nicht nur im 
Endstadium des Hungerns, sondern auch im Laufe der Hungerperiode 
untersucht und haben konstatiert, daB in den ersten Hungertagen die 
Kreatinmenge in den Muskeln gréBer wird, worauf aber eine Herabsetzung 
erfolgt und nach 14 Tagen der Kreatingehalt der Muskeln ein geringerer 
wird als in der Norm. Wie wir aber erwihnt haben, fanden Mendel und 
Rose am 14. Hungertage im Gegenteil eine Steigerung des Kreatingehalts. 

A. Palladin (14) hat bei der Untersuchung der Muskeln von Meer- 
schweinchen, die infolge des Hungerns umgekommen waren, einen ge- 
ringeren Kreatingehalt gefunden als in der Norm. 


Die widerspruchsvollen Resultate der oben erwihnten Unter- 
suchungen haben uns bewogen, die Fragen nach der Kreatin- und 
Kreatininausscheidung und besonders nach dem Kreatingehalt der 
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Muskeln in verschiedenen Momenten des Hungers einer Untersuchung 
zu unterziehen. Wir haben unsere Versuche an Katzen ausgetiihrt 
eben aus dem Grunde, da entsprechende Untersuchungen an Katzen 
iiberhaupt fehlen und Katzen ein viel dauernderes Hungern aushia|t; 
als Kaninchen und infolgedessen fiir die Aufklarung der Einzel)citey 
des Einflusses vom Hungern auf den Kreatinumsatz besser geeignet sin 

Die Katzen befanden sich wihrend der ganzen Versuchszeit in spezi 
fiir die Stoffwechselversuche geeigneten Kafigen, welche das Samuel) 
von Harn und Fiazes méglich machten. Der Harn wurde taglich au 
gesammelt. Der Gesamt-N wurde nach der Methode von Folin-Gulik (20), 
das Kreatin und Kreatinin im Harn nach der Methode von Felin-Morris (2) 
das Kreatin in den Muskeln nach der Methode von Riesser-Palladin (22 
bestimmt. 

Um die Bestimmung des Kreatingehalts der Muskeln in verschiedene 
Hungerperioden ausfiihren zu kénnen, wurde ein Teil der Katzen im End 
stadium des Hungers (kurz vor dem Tode), ein anderer im Anfany 
stadium und ein dritter Teil in der Mitte der Hungerperiode getétet. 1) 
Bestimmung der Kreatin- und Kreatininausscheidung wurde an 18 Katz 
und die des Kreatingehalts der Muskeln an 24 Katzen ausgefiihrt. 

Um Normalwerte des Kreatingehalts der Muskeln festzustellen 
wurden Muskeln der Femoralregion der Hinterbeine von siebe: 
normalen Katzen untersucht. Die Ergebnisse dieser Untersuchunge: 
sind in der Tabelle | zusammengestellt. 


Tabelle I. 


Kreatingehalt von Muskeln normaler Katzen. 





Katze Gesamt-N Kreatingehalt Kreatin«-N KreatinsN in 
Nr. % Fy 5 des Gesamt.\ 
- 0,450 0,144 
2 3,70 0,500 0,160 4,32 
3 3,06 (0,423 0,136 4,44 
4 3,15 0415 0,133 4,22 
5 3,15 0,445 0,140 4.44 
6 3,80 0,487 0,156 4,10 
7 3,73 0,499 0,159 4,24 
Maximum . . 3,80 0,500 0,160 4,44 
Minimum .. 3,06 0415 0.133 4,22 
ea 3.48 0460 0.147 4.29 


In den Tabellen Il, [V, V, VII, VIII, [X sind die Protokolle der 
Harnanalysen von sechs hungernden Katzen wiedergegeben. 


Jetzt werden einige Versuche besprochen. 








1] Katze Nr 
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Katze Nr.6, Tabelle II. Koérpergewicht vor dem Hungern 28 
Versuchsdauer 24 Tage; Gewicht am 24. Hungertage 1590 ¢; Gewic/its. 
verlust wihrend der ganzen Hungerperiode 42°, des Anfangsgewi: |. 

Einige Tage vor dem Versuch wurde die Katze mit kreatinfreier Kos 
gefiittert, deshalb enthielt der Harn vor dem Hungern kein Kreatin. J» 
Laufe der ersten vier Hungertage lie® sich im Harn kein Kreatin jach. 
weisen. Am fiinften Hungertage fing die Kreatinausscheidung an, wobe; 
die Menge des Kreatins mit dem Weiterriicken des Hungerns zunahy 
(0,017 g am 5., 0,27 ¢ am 24. Hungertage). Die Kreatininausschei ung 
welche in den ersten Tagen gesunken war, wurde gréBer, um darauf wieder 
geringer zu werden, so daB in der Endperiode des Hungerns  wenige; 
Kreatinin ausgeschieden wurde als im Anfang der Hungerperiode. Wen 
man nun den N des Kreatins und Kreatinins in Prozenten des Gesarit-N 
ausdriicken wird, so wird man bemerken, daB im Endstadium des Hunger: 
ein geringerer Prozentsatz des gesamten N als N des Kreatinins ausgesch ie: 
wird als am Anfang. Was das Kreatin anbetrifft, so wird mit dem Vor. 
riicken des Hungerns ein immer gréBerer Prozentsatz des Gesamt-N als 
N des Kreatins ausgeschieden. Die Summe der Kreatin- und Kreat ini; 
mengen wird im Laufe des Hungerns immer gréBer und gréBer und ist iy 
Endstadium etwa dreimal so groB wie im Anfang. 


Der Kreatininkoeffizient steigt im Laufe des Hungerns von 17 
bis 75. 

Diese Anderungen in der Kreatin- und Kreatininausscheidung 
werden besonders bemerkbar, wenn man die ganze Hungerzeit, wie es 
Morgulis macht, in vier Perioden einteilt und fiir jede dieser Perioden 
wahrend welcher das Versuchstier je 25°, seines gesamten Gewichits 
verliert, die Mittelwerte der wahrend 24 Stunden ausgeschiedenen 
Kreatin- und Kreatininmengen ausrechnet. Entsprechende Werte 
sind in Tabelle III zusammengestellt. Im Endstadium des Hungers 
ergibt sich eine Kreuzung der Kreatin- und Kreatininausscheidungs 
kurven (die Kurve der Kreatinausscheidung steigt und die der Kreatinin- 
ausscheidung geht herunter), was Howe bei Hundeversuchen 
ebenfalls bemerkt worden ist. 


von 


Tabelle III. 





Kreatin- | Kreatini: 
N 


Kérpers . ' . , 
ichts. Periodes Gesamts Kreatin- | Kreatinin- N 
ee dauer N N N in °/9 des | in °/» des 
Gesamt- | Gesamt 
Jo Tage g g g N |; N 
Normale Nahrung 0,476 0,049 - 10.4 
Hungerperioden : 
? 11 4 0,527 - 0,032 - 5 
ll. 10 6 0,668 0,019 0,086 2,7 3 
Il . 11 6 0,360 0,033 0,037 5.5 6.9 
IV 11 S 0.659 0.960 0.031 91 4.8 
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Diese Kreuzung der Kurven der Kreatin- und Kreatininausscheidung 
sieht man am besten in der Abb. 1, wo die Kurven der Kreatin-, 
Kreatinin- und Gesamt-(Kreatin + Kreatinin)-Ausscheidung im Harn 
ler Katze Nr. 6 wiedergegeben sind. 
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Abb. 1 Hunger tage 


Die Kurven der Ausscheidung von Kreatin, Kreatinin und (Kreatin + Kreatinin) 
wahrend des Hungerns (Versuch Nr. 6, Tabelle II). 


Katze Nr. 4, Tabelle IV. Hungerdauer 28 Tage; Kérpergewichts- 
verlust 47 %. Kreatinurie vom fiinften Tage an und dauerte, stets ansteigend, 
die ganze Versuchszeit. Die Kurve der Kreatininausscheidung sank all- 
mahlich herab; die Kurve des gesamten Kreatins und Kreatinins stieg. 

Katze Nr. 5, Tabelle V. Hungerdauer 26 Tage; Kérpergewichtsverlust 
44°. Kreatinausscheidung vom vierten Tage an stets ansteigend, Kreatinin- 
ausscheidung dagegen geringer werdend zum Ende der Hungerperiode. 

In Tabelle VI sind Mittelwerte der von dieser Katze ausgeschiedenen 
Mengen von N des Kreatin und Kreatinin fiir jede der vier Hungerperioden 
zusammengestellt ; aus dieser Tabelle geht deutlich hervor, daB die Kreatin- 
ausscheidung absolut wie auch relativ (in Prozent Gesamt-N) wahrend der 
ganzen Versuchszeit ansteigt; die Kreatininausscheidung sinkt in der ersten 
Periode, wird dann in der zweiten und dritten Periode etwas gréBer, 
worauf sie in der letzten Periode, und diesmal sehr bedeutend, sinkt; 
dieser Umstand bedingt die Kreuzung der Kreatin- und Kreatininaus- 
scheidungskurven im Endstadium des Hungers. 


Tabelle VI. 





Kreatin« Kreatinin- 
‘ N 


Kérper- : - . 
chts- | Petiodens Gesamt+ | Kreatiny Kreatinins. . : 
“verlust | dauer NPN | Belgdee | ta tle dee 
%¢ Tage ry g N N 
Normale Nahrung - -- 0,597 0,074 ~- 12,4 
Hungerperiode : 
bie. dy « 11 4 0,422 - 0,032 64 
Sn. 11 6 0,466 0,17 0,034 3.8 7,1 
 ' 12 6 0,564 0,24 0,035 4.3 6.5 
en Gar SD 10 10 0,527 0,28 0,025 5.2 4,7 


Katze Nr. 8, Tabelle VI1, wurde am 14. Hungertage getétet, als sie 
noch in gutem Zustande war und keine Symptome des nahenden Todes 
aufwies, und hat uns fiir die Bestimmung des Kreatingehalts der Muskeln 
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ler dritten Hungerperiode gedient. Auch diese Katze ergab dasselbe 
Kroatin- und Kreatininausscheidungsbild wie die oben beschriebenen 
ersuchstiere; die Ausscheidung des gesamten N verlief auch in diesem 
ile allmahlich ansteigend. 

Dieselben Resultate haben uns Harnanalysen anderer hungernder 
Katzen ergeben; als Beispiel geben wir noch die Protokolle von zwei Ver- 
when mit Katzen Nr. 14 und 3 (s. Tabellen VITI und LX). 


se 


, 


In allen Fallen erschien das Kreatin im Harn am vierten bis sechsten 
Hungertage und verschwand nicht bis zum Ende des Versuches. 
Im Gegenteil, die Kreatinurie wurde immer gréBer, wobei die Menge 
des Kreatins manchmal 0,4 g pro die erreichte. Je mehr der Hunger- 
prozeB fortschreitet, desto gréBerer Prozentsatz des Gesamt-N 
wurde als N des Kreatins ausgeschieden. Die Ausscheidung des 
Kreatinins wird im Gegenteil immer geringer, besonders im End- 
stadium (in der letzten Periode des Hungerns). Die Summe der aus- 
geschiedenen Kreatin- und Kreatininmenge wird im allgemeinen desto 
griBer, je mehr der HungerprozeB vorgeriickt ist. Im Endstadium 
des Hungerns erfolgt eine Kreuzung der Kreatin- und Kreatinin- 
ausscheidunyskurven. 

Wenn wir nun zur Besprechung des Kreatingehalts in Muskeln 
iibergehen, so miissen wir uns dessen erinnern (8. Tabelle I), daB in 
der Norm die Beinmuskeln von Katzen etwa 0,460°, Kreatin ent- 
halten (Maximum 0,500, Minimum 0.415%), also sind in ihnen in der 
Norm 4,29 °%, des Gesamt-N in der Form des N des Kreatins enthalten. 

Um die Resultate unserer Muskelanalysen demonstrativer zu 
machen, haben wir unser Versuchsmaterial in drei Gruppen eingeteilt, 
in Abhiingigkeit vom Kérpergewichtsverlust und von der Hungerdauer. 
In der ersten Gruppe sind die Katzen zusammengefaft, die im Laufe 
der ersten und zweiten Hungerperiode getétet sind, also etwa 4 bis 
12 Tage hungerten und etwa 8 bis 21 °, ihres Anfangsgewichts verloren. 

Tabelle X. 
Kreatingehalt von Muskeln hungernder Katzen. 


(1. und 2. Periode nach Morgulis.) 
I. Gruppe. 





sewie . . ine : aN 

Katze Crerluot | deuer” — GesamtN | NiShit’ | Kreatinan | Krestine 

Nr. dP Tage % 9%» °F Gesamt-N 
9 8 . 4 3,70 0,650 0,298 5,62 
10 19 il 3,86 0,560 0,179 4,63 
16 21 12 3,78 0,553 0,177 4,63 
17 11 5 4,05 0,627 0,201 4,95 
26 20 6 3,72 0,644 0,206 5,53 
Maximum. . . 21 12 4,95 0,650 0,177 5,62 
Minimum .. . 8 4 3,70 0,553 0,208 4.63 
Wea 6 s&s 158 76 3.82 0.607 0.194 5.08 
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Wie man aus der Tabelle X ersehen kann, enthalten Muskeln dics; 
Tiere etwa 0,553 bis 0,650°,, Kreatin (im Mittelwert 0,607°,), und der 
N des Kreatins machte 5,08 °,, des gesamten N aus. Daraus sieht man 
mit gréBter Bestimmtheit, dab im Laujfe der ersten und zweiten Hun) 
periode der Kreatingehalt der Muskeln im Vergleich zur Norm bedeut: nd 
erhoht ist. 

In der zweiten Gruppe haben wir die Katzen zusammengebrac |i 
die in der dritten Hungerperiode getétet sind; diese Katzen haben 
I4 bis 19 Tage gehungert; Kérpergewichtsverlust betrug 21 bis 35 
ihres Anfangsgewichts. Trotzdem waren die Versuchstiere zur Zeit 
wo sie getétet wurden, vollkommen munter und wiesen absolut keine 
Symptome annihernden Todes auf. 

Tabelle XI. 
Kreatingehalt von Muskeln hungernder Katzen. 
(3. Periode nach Morgulis.) 
II. Gruppe. 





Katze a — Gesamt-N —s | Kreatin-N ae 

Nr. %F Tage % Fy 9 | Gesamt-s \ 
| v 
8 33 14 on 0,687 0,220 M 

12 32 15 4,20 0,638 0,204 4.85 

21 28 20 3,53 0,591 0,189 5,35 

25 36 19 8.75 0,639 0,204 5,44 

Maximum... 36 20 4,20 0,687 0,220 5,44 
Minimum... 28 14 3.53 0.591 0,189 4.85 D 
Ds is a" a « 32 17 3.82 0.639 0,266 521 K 
Wie man aus der Tabelle sieht, enthalten die Muskeln dieser Tiere p 
0,591 bis 0,687°,, Kreatin (im Mittelwert 0,639°,,), d.h., daB in der gr 


dritten Hungerperiode der Kreatingehalt der Muskeln noch mehr erhoht 
ist als in den ersten zwei Perioden. In der dritten Periode sind 5,21”, a 
des gesamten N in den Muskeln als N des Kreatins enthalten. 

In der dritten Gruppe (s. Tabelle X{1) haben wir die Katzen 
zusammengefabt, welche im Endstadium (vierte Periode) des Hungerns 
getétet wurden, als sie schon deutliche Symptome der Todesannaherung 
aufwiesen. Diese Tiere haben 14 bis 30 Tage gehungert und 35 bis 47", H 
ihres Anfangsgewichts verloren. 

Die Muskeln dieser Tiere enthalten geringere Mengen Kreatin als 
die Muskeln der Katzen, welche in der dritten Hungerperiode getotet 4 
wurden; jedoch ist der Kreatingehalt gréBer als in der Norm, etwa 
0,500°%, (Maximum 0,585 °,, Minimum 0,453 °%,). 

Nur die Muskeln der Katzen Nr. 7 und 22, welche in der Todes 
agonie getétet sind und 45 baw. 54°, ihres Kérpergewichts verloren im 


hatten, sowie der Katze Nr. 24 enthielten weniger Kreatin als in der 
ste 


Norm (0,389 %). 
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Tabelle X11. 
(4. Periode nach Morgulis.) 


III. Gruppe. 





Katze . -- — Hunger “  Gesamt-N — “ Kreatin«N oy 
Nr. 9 Tage % 0/5 fo Gesamt-N 
1 44 25 3,30 0,511 0,163 4,94 
2 39 23 3,27 0,540 0,173 5,29 
3 42 28 3,05 0,479 0,153 5,01 
4 47 28 3,66 0,536 0,172 4,69 
5 44 26 3,70 0,507 0,162 4,39 
6 43 24 4,05 0,493 0,158 3,90 
7 45 17 4,14 0,389 0,124 3,00* 
14 35 14 3,53 0,544 0,174 4,93 
18 36 16 3,50 0,453 0,145 4,14 
19 37 16 3,09 0,501 0,160 5,18 
20 37 19 3,67 0,585 0,187 5,09 
22 54 24 4,16 0,389 0,124 2,98* 
23 39 27 3,59 0,581 0,186 | 5,18 
24 39 30 3,49 0,380 0,121 3,46 
Maximum — 47 30 4,14 0,585 0,187 5 
Minimum... 35 14 3,05 0,380 0,121 3,00 
ee ae 40.5 22.5 3,54 0499 0,159 4.69 


* Getétet in Agonie 


Aus allen diesen Resultaten unserer Versuche sehen wir mit grober 
Deutlichkeit, daB vom Anjang des Hungerns der Gehalt der Muskeln an 
Kreatin gréBer wird als in der Norm; dies dauert bis zur vierten Hunger- 
periode, in welcher der Kreatingehalt allmiihlich geringer wird und doch 
gréfer ist als in der Norm. Nur in den Fallen, in welchen der Koérper- 
gewichtsverlust besonders groB ist oder die Muskeln sterbender Tiere 
zur Analyse genommen werden, ist der Gehalt der Muskeln an Kreatin 
ein geringerer als in der Norm. 


Zusammenfassung. 


1. Bei hungernden Katzen erscheint am vierten bis sechsten 
Hungertage Kreatin im Harn. 


2. Die Kreatinurie wird im Laufe der Hungerperiode immer 
gréBer und gréBer, so dab im Endstadium des Hungerns ein gréberer 
Prozentgehalt des gesamten N als N des Kreatins ausgeschieden wird 
als im Anfang. 


3. Die Kreatininausscheidung wird im Laufe der Hungerperiode 

im Gegenteil immer kleiner, doch geht die Kurve der gesamten (Kreatin 

Kreatinin)-Ausscheidung die ganze Zeit in die Hohe, was besonders 
stark im Endstadium des Hungerns erfolgt. 


11* 
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4. Die Kurven von Kreatin- und Kreatininausscheidung lie! ry 
im Endstadium des Hungerns eine Kreuzung, die auch von Howe \y 
hungernden Hunden bemerkt worden ist. 

5. Der Kreatingehalt der Muskeln nimmt bei den Katzen 2) 
Beginn des Hungerns zu; diese Zunahme halt bis zur dritten Hunger 
periode an, worauf der Kreatingehalt zu fallen beginnt. 

6. Gegen das Ende des Hungerns (in der vierten Periode) ent}! 
der Muskel weniger Kreatin als in der ersten Hungerperiode, ist aber 
immerhin noch kreatinreicher als in der Norm. 
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Beitrag zur Frage der Einheitlichkeit des B-Vitamins. 


Von 
Ernst Schmitz und Erich George. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts der Universitat 
Breslau.) 


(Eingegangen am 3. Oktober 1928.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die Durchsicht des Schrifttums zeigt, daB sich die Beobachtungen 
mehren, die im B-Vitamin mindestens zwei Komponenten zu sehen 
gestatten. 


Salmon (1) gelang es, aus dem Extrakt von Sojabohnen das anti- 
polyneuritische Prinzip an Fullererde zu adsorbieren und im Riickstand 
den Wachstumsfaktor rein zu erhalten. Auch Randoin und Lecog (2) sprechen 
sich fiir die gleiche Zweiteilung aus, ebenso Moore, Brodie und Hope (3). bei 
ihren Versuchen an séugenden Ratten. Von ausgepragt wachstums- 
ftérdernden Substanzen im Vitamin-B-Komplex sprechen Hassan und 
Drummond (4), ferner Williams und Waterman (5), die drei Subsanzen 
eine thermostabile, eine thermolabile und eine dritte, an Fullererde nicht 
adsorbierbare, mit deutlich unterschiedlicher Wachstumswirkung fiir 
Ratten und Tauben unterscheiden wollen. 


Bedeutsam ist die Mitteilung von Scotti-Foglieni (14), der gleichfalls 
zwei Komponenten im B-Vitamin annimmt, aber eine isolierte Wirksamkeit 
nur einer Komponente nicht beobachten konnte. In seinen Versuchen 
konnten nur beide Komponenten gleichzeitig die B-Avitaminose der Tauben 
heilen. Damit besteht zwischen ihm und den anderen Autoren ein tief- 
gehender Unterschied, da er den einzelnen Komponenten allein gar keine 
Wirkung zuschreibt, sondern erst bei ihrer Vereinigung und Erganzung 
alle Teilerscheinungen gleichsinnig heilen sieht. 


Shermann und A ztmayer (6) unterscheiden neben dem einen Komplex : 
Wachstumsférderung und antineuritischer Faktor noch eine — von ihnen 
Vitamin G genannte — thermostabile Substanz, die heilend gegen Pellagra 
wirken soll. Pellagrasymptome neben dem Bilde der experimentellen 
B-Avitaminose sahen auch Scheunert und Lindner (7), und Chick und 
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Roscoe (8) sprechen direkt neben dem antineuritischen Prinzip von ei: 
thermostabilen ,,pellagra-preventiv factor“. 

Es melden sich aber auch kritische Stimmen, die viele der |); 
scheinungen, die unter den Begriff der experimentellen B-Avitami.« 
zusammengefaBt sind, als Produkte des jeweiligen Ernahrungsregi:\.: 
erklaren, so Kon (9). Kon und Drummond (10) wollen degenerative Ner\ 
veranderungen an solchen Tieren gesehen haben, die eine quantitsti, 
unzureichende Nahrung erhielten. Fiir die Einheitlichkeit des Vitamins }; 
sprechen die bekannten Verdéffentlichungen von Jansen und Donath (|| 
iiber die Darstellungen des kristallinischen B-Vitamins. 

Es fehlen in dem Schrifttum dagegen Angaben iiber eine Diat, die ein: 
der beiden Komponenten — uns interessierte vor allem Wachstumshemmuny 
oder Polyneuritis — rein hervortreten laBt. Eine Veréffentlichung von 
di Mattei (12) gab einen Weg an, das rein neurotrope Bild, befreit von allen 
gastro-intestinalen Stérungen darzustellen durch eine gemischte Fiitterung 
von Reis und Sonnenblumenkernen (S. Bl. K.) an Tauben. Sein Kostreginy 
sei kurz angegeben zugleich mit seinen klinischen Befunden: 

1. 25g Reis + 2,5g 8S. BI. K. pro die. Geringe Paresen. Gewichits 
stillstand bzw. Zunahme. Verdauungstraktus ohne Befund. Histologisc} 
periphere Nervendegeneration. 

2. 25g Reis + 2g S. BI. K. pro die. Wie unter 1. 

3. 25g Reis + 1%g S.BI.K. pro die. Reines neurotropes Bild 
Verdauungstraktus ohne Befund. Tod in 6 Monaten. 

4. 25g Reis + 1g S.BI.K. pro die. Uberwiegen des neurotrope: 
Bildes. Gewichtskonstanz. Tod in 40 bis 60 Tagen. 

5. 25g Reis + %g 8. BI. K. pro die. Vollstaéndiges Bild der exper: 
mentellen B-Avitaminose. Tod in 40 bis 60 Tagen. Gewichtsabnahin: 
etwa 25%. 

Il. 

Im Krankheitsbilde der B-Avitaminose der Tauben pragen sich 
neben der Wachstumsstérung und den polyneuritischen Symptomen 
noch andere Ziige aus. So ist auffallend die Steigerung des Cholesterins 
und die Senkung der Phosphatide im Blute, ferner Gewichtsanderungen 
der inneren Organe, wobei besonders die Zunahme des Nebennieren. 
gewichts hervortritt, die neben der Gewichtsabnahme fast aller anderen 
Organe besonders auffallt (13). 

Von diesen Befunden ist es noch nicht klar, wie sie sich den nervésen 
bzw. den Ernahrungssymptomen zuordnen lassen. Es wiire dariiber 
Aufschlu8 zu erwarten durch Untersuchungen aa Tauben, die lediglich 
das Bild der Polyneuritis, nicht aber Darmstérungen zeigen. Wir 
durften hoffen, wenn wir uns das Fiitterungsregime von di Matte: 
zu eigen machten, ein solches rein neurotropes Bild zu erhalten. 


Zu diesem Zwecke wurden 


4 Tauben mit Reis und 8. BI. K. .. .. . (Serie 1) 
4 - .». Normalfutter und 8. Bl. K.. . ( ,, 2) 
3 ¢ i = re oes oo 
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gefuttert. Der Versuch begann am 2. November 1927 und 
wurde bis Juli 1928 fortgesetzt. Die Tiere wurden, nach Serien 


getrennt, in Kafigen gehalten und die Kiéafige in einem heizbaren 
Raume aufbewahrt. In den kalten Wintertagen wurde regelmabig 
geheizt. 

Der verwendete Reis wurde sorgfaltig verlesen. Die 8S. Bl. K. 
(wir verwendeten Friichte von Helianthus annuus) wurden von der 
groben Fruchtwandung befreit. Zunachst entfernten wir noch das 
Keimwiirzelchen. Nachdem uns mikroskopische Schnitte gezeigt 
hatten, daB der Hauptteil des Keimlings zwischen die machtigen 
Keimblatter gelagert ist eine restlose Entfernung desselben ist 
praktisch ausgeschlossen —, unterlieBen wir auch die Entfernung des 
Keimwiirzelchens, das iibrigens di Mattei auch. nicht entfernt zu haben 
scheint. Auch die Samenschale, vergleichbar dem Silberhautchen 
des Reises, erwies sich als so zerreiBlich und zerbrechlich, daB die 
Entfernung unméglich war. Die Angaben iiber die verwendete Menge 
von Sonnenblumenkernen bezieht sich auf die von den groben Frucht- 
wandungen befreiten Friichte. 


Die Kerne wurden den Tauben tiglich in zwei Portionen in den 
Kropf gegeben, so daB Garantie dafiir geboten war, daB sie gleich- 
maiBige Mengen von Kernen erhielten. Wasser wurde nach Belieben 
gegeben. ° 

Die Beobachtungen erstreckten sich auf das klinische Verhalten, 
das Gewicht, auf die Schwankungen der Lipoidfraktianen im Blute 
und schlieBlich auf die Gewichtsverhaltnisse von Nebennieren, Hoden, 
Gehirn und beider Bulbi. 


Zu den Blutanalysen entnahmen wir etwa 3ccm aus einer Fub- 
vene und fallten 2',cem nach Bloor. Die Cholesterinbestimmung 
geschah nach Bloor, Pelkan und Allen. Der Phosphatidphosphor 
wurde nach Fiske und Subbarow bestimmt und in einem Leitz-, spiter 
in einem Biirker-Kolorimeter verglichen. Wahrend unserer Unter- 
suchungen erschien die Angabe von Bloor (15), daB die Fallung des 
Gesamtblutes zu unvollstindiger und ungleichmabiger Extraktion 
der Lipoide fiihren kann. Doch glauben wir — da jede Analyse unter 
stets gleichen Bedingungen angestellt wurde diesen Fehler einiger- 
maBen ausgeglichen zu haben. Doppelbestimmungen in geniigender 
Menge zeigten iiberwiegend gute Ubereinstimmung. 


Es ist ja auch unméglich, von Tauben so viel Blut zu erhalten, 
besonders im fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung, um eine 
ausreichende Plasmamenge zu verarbeiten, wenn man die Tauben 
nicht schadigen will. 
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Versuchsergebnisse. 


Die Normaltauben und die Tauben mit Normalfiitterung und 
s. BL. K.-Zulagen zeigten bis zum Ende des Versuchs keine Besonder- 
heiten. Das Gewicht blieb gleich oder senkte sich um weniges, wohl 
eine unausbleibliche Folge der Gefangenschaft. 


Die Menge der Sonnenblumenkernzulage wurde gleich gewahlt, 
wie die der Tauben der Serie 1. 


Die Tabellen I und II geben die Protokolle tiber das Gewicht und 
die Blutlipoide. 


Die Tauben der Serie 4 (Reisfiitterung) zeigten das bekannte 
klinische Bild: Zuniichst langsames, aber stetiges Sinken des Gewichts 
ind bei Beginn der polyneuritischen Symptome stiirmischer Abfall. 
Der Tod erfolgte zwischen dem 28. und 45. Tage. Taube Nr. 9 mit 
der langsten Lebensdauer zeigte niemals Krimpfe. Sie starb unter 
den Zeichen schwerster Apathie. Bei Taube Nr. 10 versuchten wir, 
durch konsequentes Einbringen der gesamten Reismenge in den Kropf 
in mehreren Portionen) EinfluB auf die Lebensdauer zu gewinnen. 
Sie starb in der gleichen Durchschnittszeit (am 34. Tage), 3 Tage zuvor 
wurden schwere Kriampfe beobachtet. Der Gewichtssturz scheint 
etwas gehemmt, bleibt deutlich, aber nicht besonders hoch tiber dem 
Durchschnittsverlust. 


Die Gegenlaufigkeit der Cholesterin- bzw. Phosphatidkurven ist 
deutlich und die Divergenz bei den Tieren mit der geringsten Lebens- 
dauer (Nr. 1, 3, 4) betrachtlich. Bei den Tieren mit lingerer Lebens- 
dauer (Nr. 2, 9, 10) ist zwar das Steigen des Cholesterins bis in die 
letzten Tage ausgesprochen, doch zeigt sich bei diesen Tieren die 
Phosphatidkurve nach starker anfanglicher Senkung (auBer bei Taube 
Nr. 10, die iiberhaupt geringe Schwankungen zeigt) ein Wiederanstieg. 
Weitere Untersuchungen miissen zeigen, ob in diesem Wiederanstieg 
eine GesetzmaBigkeit liegt ahnlich der ,.Refektion’ bei Avitaminose- 
ratten. 

Der prozentuale Faktor: Nebenniere zu Bulbus ist der Norm 
gegeniiber erhéht, der entsprecliende Faktor: Gehirn zu Bulbus 
gesenkt. 


Einzelheiten sind in Tabelle III eingetragen. 


Die Besprechung der Versuchsergebnisse der Tauben von 
Serie 1 (Reisfiitterung + Zulage von S. Bl. K.) laBt sich leicht 
in mehrere Etappen einteilen, und zwar ist der Beginn einer 
neuen Etappe der Tag der Anderung der Menge der zugelegten 
S. BL. K. 
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Die Tauben erhielten als Grundkost 25g Reis, die Zulage der 
s. BL K. betrug vom 2. November bis 26. Februar — also fast 4 Monate 
lang — 144g pro die. Wir wahlten diese Menge, da nach der Angabe 
von di Mattei sich bei dieser Kost die reine neurotrope Form der 
\vitaminose entwickeln muBte. 


In der Tat zeigt sich Gewichtskonstanz, abgesehen von geringen 
Schwankungen zu Beginn des Versuchs. Der Stuhl war fest und grau, 
weder Durchfall noch Erbrechen wurden beobachtet; also fehlten 
gastro-intestinale Erscheinungen. Doch zeigte sich zugleich kein Auf- 
treten polyneuritischer Symptome. Wir muBten demnach annehmen, 
dab in der gegebenen Menge von 8. Bl. K. neben einer ausreichenden 
oder tiberschiissigen Menge der wachstumsférdernden Komponente 
noch eine zur Unterdriickung der polyneuritischen Symptome aus- 
reichende Menge der antineuritischen Komponente vorhanden war, 
und wir gingen deshalb am 27. Februar mit der Menge der 8. BI. K. 
auf ',g herunter. Bereits am 5. Marz zeigten alle vier Tauben eine 
rapide Verschlechterung des Zustandes. Bei allen Tieren sinkt das 
Gewicht, am starksten bei Taube Nr.6. Der Stuhl wird durchfillig 
und griinlich verfarbt, ein bedrohliches Zeichen gastro-intestinaler 
Schadigung. 

Auch Zeichen von einer nervésen Schidigung kamen deutlich 
zum Vorschein: die Tauben wurden ruhig, waren erst selten, spiter 
gar nicht mehr rauflustig. Sie saben mit gestriubten Federn und in 
geduckter Haltung im Kafig. Von hier ab stellt sich eine Differenz 
im Verhalten der Taube Nr. 6 und aller iibrigen Tauben ein. Bei Taube 
Nr. 6 entwickeln sich in der Folge schnell alle gewohnten Symptome 
der B-Avitaminose. Sie wird schwer ataktisch, kurz darauf bekommt 
sie Krampfe und Opisthotonus. 


Da wir fiirchteten, bei dieser Menge den Tod zu erzielen, gingen 
wir bereits am 8. Marz zwischen die offensichtlich zu groBe und zu 
geringe Menge von S. BI. K., namlich auf 1 g herauf. Bereits 
5 Tage spater waren die stiirmischen Symptome wesentlich ge- 
bessert. Zuriick blieb —- und auch im weiteren Verlauf des Versuchs 
sollte sich daran nichts andern — der mangelnde Bewegungstrieb. 
Auch weiterhin saBen die Tiere ruhig und geduckt im Kafig. 
Das Gewicht wurde wieder, wenn auch auf einem niedrigeren 
Niveau, konstant. 

Diese Periode von Verschlimmerungen und Besserungen driickt 
sich im Verhalten der Blutlipoidwerte kaum aus. Sicher wurden 
von uns die Symptome der B-Avitaminose zu schnell gebremst, 
so daB sich eine markante Lipoidanderung noch nicht einstellen 
konnte. 
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Die Menge der jetzt verfiitterten 8S. Bl. K. war eben ausreic| 
das Gewicht konstant zu halten, also wurden geniigende Menge, (er 
wachstumsférdernden Komponente zugefiihrt. Wir glaubten, durch 
weiteres Heruntergehen nun zu der Menge zu gelangen, die fiir das 
wachstumsférdernde Prinzip ausreichend war, aber fiir den anti 
neuritischen Faktor insuffizient, d. h. die nun die neurotrope Form 
allein hervortreten 14Bt. Wir fiitterten vom 18. Marz ab nur joc 
3,g 8. BI. K. 


i 


Das auBere Zustandsbild anderte sich zunichst nicht. Doc} is 
unverkennbar, da die Gewichtskurve bei allen Tieren langsam, aber 
doch stetig sinkt und kein Tier bis jetzt den an sich nicht zu grolen 
Gewichtsverlust, den die iiberstandene Zustandsverschlechterung vom 
Anfang Marz hinterlieB, eingeholt hat. Trotzdem waren die gastro 
intestinalen Symptome behoben. Wir befanden uns augenscheinlic! 
im oder leicht unterhalb des Minimums des wachstumsférdernde: 
Prinzips. 

Starker schreitet dagegen bei Taube Nr. 6 der Gewichtsverlust 
weiter, obgleich das Zustandsbild nichts Auffallendes zeigt. Aber am 
9. April ist sie schwer krank: sie liegt auf dem Riicken und ist villig 
regungslos. Weder spontan noch nach Provokation wurden Krimpf 
beobachtet, dagegen konnten ausgedehnte Lihmungen beobachtet 
werden. Dieser Zustand hielt unverindert noch am folgenden Tage 
an. In der Agonie wird sie getétet. Die Sektion zeigt keine morpho 
logisch erkennbare Todesursache, doch sind die Nebennieren  ver- 
gréBert und entsprechend der prozentuale Faktor Nebenniere zu Bulbus 
erhoht. 


Der Gewichtsverlust war in der letzten Zeit enorm und betrigt 
im ganzen 35°,. Die Lipoidfraktionen des Blutes zeigen die charak 
teristische Divergenz im Cholesterin-Phosphatidspiegel. Das Cho! 
esterin steigt auf 032°), an. 


Die Taube zeigte also alle Symptome der B-Avitaminose. Sx 
hat demnach im Gegensatz zu den anderen bereits die erste Senkung 
auf 1g S. BL. K. nicht tiberstanden. Die folgende Erhéhung hat den 
Tod verzégert, aber nicht verhindert. Die Verschlechterung im Sinn 
der Polyneuritis und der Wachstumsstérung gehen bei dieser Tau!» 
gleichsinnig. 


Die drei anderen Tauben hatten augenscheinlich vermocht, mit 
3, g 8. Bi. K. ihren B-Vitaminbedarf zu decken. Wir gingen nochmals 
auf |, g herunter, eine Menge, bei der in der zweiten Versuchsperivie 
die Tauben Gewichtsverlust und polyneuritische Symptome gezeigt 
hatten. 
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Die Tauben Nr. 5 und 7 verhalten sich unverindert. Taube Nr. 8 
bekommt am 16. Mai Krimpfe, ist aber am 23. Mai deutlich erholt 
Wider zeigt sich an der Gewichtskurve — als Zeichen einer parallelen 
Verschlechterung der Wachstums- bzw. Erhaltungstendenz ein 
Abfall im Gewicht, der auch jetzt nach der Erholung nicht wieder 
ausgeglichen wird. 


Es war augenscheinlich ein Wechsel in der Einstellung der Tauben 
auf die zugefiihrte Menge von B-Vitamin vor sich gegangen. Denn 
bei einer Menge, die friiher alle Symptome der B-Avitaminose ausliste, 
sind jetzt objektiv nachweisbare polyneuritische Symptome, wie Ataxie 
bzw. Paresen, nicht anzutreffen. Nur die geduckte Haltung und das 
gestriubte Gefieder, ferner die Bewegungsscheu, sprechen fiir die Aus- 
wirkungen nervéser Schadigungen. 

Diesen geringen nervésen Erscheinungen entspricht auch die 
weiterhin sich senkende Gewichtskurve, ohne dab die Tauben an 
groben gastro-intestinalen Stérungen leiden. Der Stuhl war zwar 
yon weicherer Konsistenz, konnte aber doch nicht als durchfillig be- 
zeichnet werden. Die Tauben sind also weitgehend geschiitzt, und 
zwar gleichmaBig gegen die nervésen und die  gastro-intestinalen 
Stérungen. Sie erhielten also beide Komponenten des B-Vitamins 
zugefiihrt, und der Trager beider Komponenten konnten nur die 8. Bl. K. 
sein. 

In der Lange der Zeit muBten eventuelle Vitamindepots der Tauben 
aufgebraucht oder nur noch ganz minimal sein. Es mubte sich jetzt 
beim Fortlassen der Zufiitterung von S. Bl. K. in kiirzester Zeit ein 
schweres Bild der B-Avitaminose entwickeln. 


Um zunachst von der jetzt abgeschlossenen Periode Zahlen zu 
gewinnen, besonders iiber die inneren Organe, wurde Taube Nr. 8 
getétet und seziert. Die Nebennieren sind normal. 


Bereits 3 Tage nach der Entziehung der 8. Bl. K. zeigt Taube Nr. 7 
schwere Krampfe und auch Opisthotonus und ist am vierten Tage tot. 
Diese Verschdimmerung drickt sich auch im Blutlipoidspiegel aus: 
Cholesterin steigt und das Phosphatid senkt sich. 


Das Gewicht des Tieres sinkt. 


Taube Nr. 5 erhielt am 25. Juni wieder \g S. BI. K. und hielt 
sich bis zum 10. Juli unverandert. An diesem Tage wurde sie getétet. 
Ihr Gewicht hatte sich weiter gesenkt, und als Ausdruck der nervésen 
Schidigung zeigen sich beide Lipoidfraktionen in den Tagen der Ent- 
tiehung der S. Bl. K. erhéht. Die Sektion der Tiere Nr. 5 und 7 zeigt 
keine Besonderheit. Die Nebennieren sind kaum vergréBert, der ent- 
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Tabelle IV. 
Taube 5 Taube 6 
Datum Gewicht Cholesterin Lecithin Datum Gewicht Cholesterin§ Le 
5. XL. 390 0,149 0,625 a 410 0,182 
17. XI. 420 0,184 0,600 a7. Ed. 440 0,179 0.650 
24. XI. 360 0,230 0,475 24. XI. 460 0,239 0.580 
2. XII. 340 0,226 0,555 2. XH. 440 0,250 0.680 
15. XIL. 350 0,227 0,550 15. XII. 420 0,212 0.635 
iE 350 0,246 0,685 4. LI 430 0,250 0.620 
so. «© 370 0,248 0,625 $0. I. 430 0,320 0.700 
5. Il. 350 0,239 - 5. Ul. 390 0,242 
14. UI. 350 0,210 _-- 14. TL. 360 0,250 0.715 
29. ILL. 350 0,208 0,500 29. Ill. 350 0,242 0,670 
oon, ty. 340 0,246 0,585 rs. ‘Va. 270 0,318 0.595 
25. IV. 340 0,250 0,570 
im. ¥. 330 0,188 0,590 
We 320 0,214 0,599 
. Ve 320 0,162 0,560 
19. VI. 300 0,224 0,580 
4. VII. 270 0.269 0,675 
10. VI. 280 0,250 0,580 
Nebennieren in mg: - lS = = 
: 1. 240 38 
Hoden in mg - lo Hn 37 
Gehirn in g 2,18 2,1 
‘ o) 
Bulbus in g (5 - a 
Nebennieren in % der {1. 1,4 2.86 
Bulbusmittel = 5,04 
Gehirn in % der Bulbus- 
mittel . * 166 158 


sprechende Faktor liegt im Bereich des Normalen. 
Kurven, die das Geschilderte nochmals demonstrieren sollen. 
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Abb. 1. Vergleichende Gewichtskurve. 
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Tabelle IV (Fortsetzung). 





Taube 7 Taube 8 
. Jatum Gewicht Cholesterin Lecithin Datum Gewicht Cholesterin Lecithin 
7, 410 0,170 0,565 = SE 405 0,675 
HO 17. XI. 410 0,218 0,610 i. oe 440 0,176 0,610 
80) ”%. XI. 400 0,221 0,445 24. XL. 440 0,224 0,540 
Sh) 2 XI. 410 0,205 0,652 2. XII. 420 0,250 0,715 
3) 15. XI. 400 0,280 0,605 15. XI. 440 0,202 0,570 
520 & & 390 0,250 0,630 . > 'e 420 0,246 0,710 
il) ge of 390 0,240 0,650 30. iI. 430 0,250 0,725 
5. U1. 380 0,237 5. Il. 410 0,221 
15 i4. UT. 370 0,206 -- 14. III. 400 0,241 0,780 
70 29. IIT. 360 0),224 0,540 29. ITl. 400 0,239 0,610 
95 12. IV. 340 0,318 0,595 12. IV. 370 0,255 0,655 
25. IV. 350 0,250 0,715 25. IV. 360 0,320 0,420 
gE 350 0,213 0,560 _ Ws 350 0,202 0,660 
ae 320 0,250 0,610 oe 320 0,193 0,610 
VI. 320 0,192 0,660 1. VI. 320 0,164 0,700 
9 VI. 320 0,250 0,500 19. VI. 320 0),232 0,580 
21. VI 320 0,215 0,580 
Nebennieren in mg - - ji. 35 3h 
3 (2. — 27 
lod j1. 130 125 
Hoden in mg: 12. 156 138 
Gehirn ing ---: - 2.16 1,95 
28 37 
Balbus ings = fy 13) 34 
Nebennieren in % der {1. 2,8 23 
Bulbusmittel 12 1,9 
Gehirn in % der Bulbus- 
mitte 3 173 145 


Das gesamte Bild 148t nach unseren Versuchen den Schlub 
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Abb. 2. Taube Nr. 5. 
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da8S immer dann, wenn die Tauben von Gewichtsverlusten und Darm- 
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erscheinungen verschont bleiben, sie auch keinerlei polyneuritische 
‘Symptome zeigen, daB aber das klare Hervortreten einer Gruppe der 
Erscheinungen der B-Avitaminose zugleich auch die andere Gruppe 
mit sich bringt, daB selbst Andeutungen von Stoffwechselstérungen 
gleichzeitig Bewegungsscheu und die anderen ersten nervésen Symptome 
hervortreten lassen, mit denen die polyneuritische Stérung sich ein- 
zuleiten pflegt. 

Sehr viel schwieriger ist die Frage zu beantworten, ob vielleicht 
die 8. BL. «AK. reicher an wachstumsférdernder als an antineuritischer 
Substanz sind. Wenn der Zustand unserer Tauben am Ende der ersten 
Versuchsperiode diese Méglichkeit zuzulassen schien, so finden wir 
doch in keinem weiteren Stadium Beobachtungen, die diese Auffassung 
stiitzen kénnten. Fiir eine Differenz der Menge sprechen unsere Ver- 
suche nicht. 


Es ergibt sich vielmehr der SchluB, daB die Tauben sowohl im 
Sinne der Polyneuritis wie der Wachstums- bzw. Erhaltungstendenz 
geschiitzt werden konnten durch Verfiitterung von 8. BI. K., also beide 
Faktoren des B-Vitamins durch diese zugefiihrt erhielten. Bei Unter- 
schreitung des Minimums — etwa zwischen ', bis 44g pro die 
wirken die Schiden des Fehlens beider Komponenten gleichsinnig, 
gleichzeitig und mit gleicher Intensitat. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurde versucht, durch kombinierte Fiitterung von Reis 
und Sonnenblumenkernen an Tauben das rein neurotrope Krankheits- 
bild der B-Avitaminose zu erhalten. 


2. Die Beobachtungen sprechen mit ziemlicher Sicherheit dafiir, 
daB entgegen der Annahme von di Mattei die Sonnenblumenkerne auch 
eine deutlich schiitzende Wirkung gegen die neuritische Komponente 
der Tauben-B-Avitaminose besitzen. 


3. Tritt einmal die neuritische Komponente im Krankheitsbild 
hervor, so ist sie begleitet von einer Stérung in der Gewichts- 
bilanz. Die Gewichtssenkung wird auch nach Zuriicktreten der neuri- 
tischen Komponente des Krankheitsbildes nicht mehr durch kompen- 
satorische Steigerung ausgeglichen. ; 

4. Diese Untersuchung ergab, daB ein isoliertes Hervortreten der 
Schaden einer Komponente nicht beobachtet wurde. 


Diese Arbeit wurde ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft 
der deutschen Wissenschaft, der wir auch an dieser Stelle verbindlichst 


danken méchten. 
Biochemische Zeitschrift Band 204. 12 
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(ntersuchungen iiber die Blutzuckerregulation beim Siugetier. 


I. Mitteilung: 
Die Einwirkung von Kialte und Hunger auf den Blutzucker. 


Von 


Bruno Kisch, A. Simons und P. Weyl. 


\us der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitit 
Kdln a. Rh.) 


(Eingegangen am 23. Oktober 1928.) 


Uber den Einflu8 der AuBentemperatur und der Kérpertemperatur 
wf den Blutzuckergehalt des warmbliitigen Saugetieres liegen nur 
sirliche experimentelle Untersuchungen vor. 

Trotz einiger Angaben aus den letzten Jahren, die Gegenteiliges 
hrten, findet man auch heute noch in der Literatur meist erwihnt. 
daB eine Erniedrigung der AuBentemperatur den Blutzucker steigert, 
eine Erhéhung der AuBentemperatur ihn erniedrigt. Diese Angaben 
gehen in erster Linie auf die Untersuchungen von Liithje, sowie Embden, 
Liitthje und Liefmann zuriick. 


H. Liithje' hatte die Beobachtung gemacht, da8 bei pankreaslosen 
Hunden die Zuckerausscheidung bei Steigerung der AuBentemperatur sank, 
beim Sinken der AuBentemperatur anstieg. Uber ahnliche Beobachtungen 
hat auch G. Embden?® berichtet. Wahrend es sich bei diesen Untersuchungen 
ediglich um die Beobachtung der Zuckerausscheidung im Harn handelte, 
haben G. Embden, H. Liithje und E. Liefmann*® dann als erste experimentell 
den Einflu8 der AuBentemperatur auf den Blutzuckergeha!t normaler 
Hunde untersucht. Als Ergebnis dieser Versuche konnten sie feststellen, 
daB bei den untersuchten Hunden der Blutzuckergehalt bei niederer AuBen- 
‘emperatur deutlich héher war als bei hoher. 

In einem gewissen Gegensatz hierzu steht es, daB Sakaguchi* und seine 
Mitarbeiter beim Pferde und Asakawa*® beim Menschen und Kaninchen 
an heiBen Sommer- und kalten Wintertagen annahernd gleich hohe Blut - 
nckerwerte fanden. 


1 H. Liithje, Verh. d. 22. Kongr. f. inn. Med. 1905, S. 268. 

2? G. Embden, ebendaselbst 1905, S. 273. 

3 G. Embden, H. Liithje, E. Liejmann, Hofmeisters Beitr. 10, 265, 1907. 

* K. Sakaguchi, J. Hayashi und S. Yezima, Mitt. d. med. Fak. d. 
Univ. Tokio 20, 61, 1918. 

5 0. Asakawa, ebendaselbst 25, 495, 1921. 
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Auch Beobachtungen die Asakawa' weiterhin gemacht hat, w 
sprechen der Ansicht, daB als Folge der erniedrigten AuBentemper. ;\y 
eine Steigerung der Blutzuckerwerte auftritt. Freilich hat Asakawa he 
Versuche nur an Kaninchen (nach 12stiindigem Hungern) ausgef)))r 
Er brachte die Tiere aus einem warmen (10 bis 17°) in ein kaltes (0°) Zine, 
wo sie 3 bis 4 Stunden blieben. Wahrend dieser Zeit anderte sich der }} |). 
zuckerwert entweder gar nicht, oder er sank etwas ab, oder er tat ies 
nach einem kurzen und geringen primaren Anstieg. Jedenfalls ist in seine 
Versuchen von einer deutlichen Kaltehyperglykamie keine Rede. Bracht; 
man die Tiere aus kalter Temperatur in die Warme, so zeigte sich ein yy 
ringes, mitunter bald wieder voriibergehendes Absinken der Blutzucke; 
werte. 

Auch von Taya*® sind ahnliche Versuche (ebenfalls an Kanincher 
ausgefiihrt worden, und er stellte einerseits fest, daB bei verschiedene: 
untersuchten Tieren der Mittelwert des Blutzuckers im Sommer und Winter 
annahernd gleich hoch ist und daB bei Einwirkung erniedrigter Auten 
temperatur der Blutzuckerwert beim Kaninchen primar ansteigt, und be 
fortdauernder Kalteeinwirkung im Laufe weniger Stunden zur Norn 
oder auch unter diese absinkt. Ahnlicher Art sind nach T’ayas Beobacht ungen 
auch die Schwankungen der Blutzuckerwerte bei Kaninchen, auf dix 
erhéhte AuBentemperatur einwirkt. 

An Hunden sind die alten Beobachtungen unseres Wissens neuerd ings 
nicht tiberpriift worden. 


Entgegen der, von den Arbeiten der japanischen Forscher abgesehen 
wohl allgemein tibernommenen Literaturangabe, daB Kalte den Blut. 
zuckergehalt erhéht, Warme ihn erniedrigt, konnte der eine von uns 
in einer gréBeren Zahl bisher nicht veréffentlichter Versuche, die 
1923/24 anlaBlich von Untersuchungen iiber den EinfluB der Neben. 
nieren auf den Blutzuckergehalt® und 1924/25 iiber die alimentar 
Glykosurie bei Herzkranken* ausgefiihrt wurden, sich in Uberein 
stimmung mit den Befunden der japanischen Untersucher, wenn auch 
ohne Kenntnis dieser, tiberzeugen, daB die genannte Abhangigkeit des 
Blutzuckers von der AuBentemperatur beim Kaninchen nicht ohne 
weiteres nachzuweisen ist. Im Winter 1926 und Friithjahr 1927 haben 
dann B. Kisch und A. Simons die Frage der Beeinflussung des Blut 
zuckers durch die AulLentemperatur systematisch an Kaninchen uni 
Hunden untersucht. Durch den Abgang von Herrn Simons aus dem 
Institut unterblieb zunachst die Veréffentlichung der Ergebnisse unsere: 
Untersuchungen, die neuerdings gemeinsam mit Herrn Medizinal 
praktikanten P. Weyl zum Teil mit vollkommen veranderter Methodik 
iiberprift wurden. Die untereinander vollig iibereinstimmenden Erge} 
nisse der auf diese Weise wihrend mehrerer Jahre ausgefiihrten Unter 
suchungen sollen nachfolgend kurz mitgeteilt werden 


! O. Asakawa, Mitt. d. med. Fak. Tokio 25, 527, 1921. 

2 M. Taya, Journ. of Biochem. 1, 461, 1922. 

3 Bruno Kisch, Klin. Wochenschr. 3, 1661, 1924. 

* Derselbe, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 50. 218, 1926. 


x _—- =- — 





hen 


t her 
‘inter 
iben 
| he 
Norn 
Ingen 


cv 


lings 


shen 
Blut. 
uns 
lie 
ben- 
itare 
rein 
auch 
des 
ohne 
aben 
Shut 
und 
dem 
sere! 
inal 
odik 
geb 
ater 








Blutzuckerregulation beim Saugetier. 1. 18] 


Methodik. 


Als Versuchstiere wurden eine gréBere Anzahl miannlicher und weiblicher 
Kaninchen verwendet. Drei von diesen Tieren (Nr. 35 bis 37) wurden in 
den Jahren 1926 bis 1928 immer wieder zu den Versuchen benutzt. Es 
hatte dies den Vorteil, daB sich die Tiere an die notwendigen Manipulationen 
sehr gut gewéhnt hatten und sich in keiner energischen Weise mehr gegen 
die MaBnahmen wehrten. Das gleiche gilt unter den zu den Versuchen 
benutzten drei Hunden vom Hunde Moppi, der ebenfalls nun 3 Jahre 
bereits im Institut zu derartigen Versuchen verwendet wird. Ein Teil der 
Untersuchungen ist im strengen Winter in der Art ausgefiihrt worden, 
dai vergleichende Blutzuckeruntersuchungen beim selben Tier einerseits 
nach Aufenthalt in der warmen Stube, andererseits beim Verweilen im 
Freien (jedesmal im Stoffwechselkafig) angestellt wurden. Bei einem Teil 
der Versuche gingen wir so zu Werke, daB der Einflu®8 der Kalte auf die Tiere 
in den Sommermonaten bei einer Zimmertemperatur von 20 bis 26°C 
geprift wurde. Zunichst wurden im Abstand von einer halben Stunde 
mehrere Blutzuckerbestimmungen bei dem ruhig im Zimmer sich auf- 
haltenden Tiere gemacht und dieses dann in einen Metallkasten gebracht, 
in dem es bequem sitzen konnte, und der in einem zweiten viel gréBeren 
Metallkasten mit Asbestwandung eingesetzt war und mit einem Deckel 
iiberdacht werden konnte. Fiir geniigende Luftzufuhr war gesorgt. Den 
Zwischenraum zwischen den beiden Metallkasten fiillten wir mit einer 
Kaltemischung. Die Temperatur des Luftraumes in dem Metallkasten, in 
dem das Tier sich befand, betrug wahrend der Anwesenheit des Tieres etwas 
iiber 0°. Die Blutentnahme erfolgte aus der Ohrvene in bestimmten, aus 
den einzelnen Versuchsprotokollen zu ersehenden Abstinden, ohne daB 
die Tiere hierbei aus dem Kasten herausgenommen wurden. Jede Ent- 
nahme erfolgte in Form von zwei Parallelproben, sehr haufig wurden auch 
drei Kontrollen bei einer Entnahme ausgefiihrt. Die Methode der Blut- 
zuckerbestimmung war die von Hagedorn und Jensen angegebene. Vor 
Beginn der Versuche waren die Tiere seit 14 Stunden niichtern und 
blieben wahrend der ganzen Versuchsdauer ohne Nahrung. Kontroll- 
versuche, deren Protokoll weiter unten zu finden ist, erstreckten sich 
natiirlich auch auf die Frage, inwieweit sich der Blutzuckergehalt waihrend 
des Hungers ohne Anderung der AuBentemperatur verandert. Wir iiber- 
zeugten uns auch, da® durch das Einsetzen und Herausheben der Tiere 
bei zimmerwarmem Versuchskasten es nur zu einer ganz unbedeutenden 
kurz dauernden Steigerung des Blutzuckerwertes kam. 

Zu Beginn und zu Ende der Kalteeinwirkung wurde die Mastdarm- 
temperatur der Tiere gemessen, wir fanden die beiden Werte bei unserer 
Versuchsanordnung in der Regel vollkommen gleich. 


Versuchsergebnisse. 


Die ersten Beobachtungen erstreckten sich auf das Verhalten des 
Blutzuckers bei Tieren, die in der Winterkilte im Freien gehalten 
wurden. Es fiel auf, daB bei diesen Tieren (neun Kaninchen und vier 
Hunden) eindeutige und typische Anderungen im Verhalten des Blut- 
zuckers bei Aufenthalt in der Kalte gegeniiber den Zeiten, da die Tiere 
im geheizten Zimmer gehalten wurden, nicht deutlich zutage traten. 
Kinige Daten mégen dies erharten. 
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Die Kaninchen Liese und Lore, die sich bis zu Versuchsbeginn in « 
geheizten Raume (bei der Blutentnahme 21°C) befanden, hatten folge) 
Blutzuckerwerte: Liese 0,101°,, Lore 0,103°,. Nach zweitagigem 
enthalt im Stoffwechselkafig im Institutshof bei einer Temperatur, | 
nicht viel iiber 0° war, und nach einer Nacht mit Schneefall wurde {rij} 
morgens bei einer Umgebungstemperatur von 0° bei beiden Tieren wieder) 
der Blutzucker bestimmt. Die erhaltenen Werte waren von Liese 0,103 
von Lore 0,108°,. Nach weiteren 2 Tagen Aufenthalt im Freien ergah «jj, 
Blutzuckerbestimmung bei Lore 0,090°,, bei Liese 0,104°%. Nun wurde) 
die Tiere wiederum ins geheizte Zimmer gebracht; die gefundenen Pur. 
zuckerwerte bei 21,5°C betrugen bei Lore 0,107°,, bei Liese 0,090 


Mit Riicksicht auf die bekannten Schwankungen der Blutzucker. 
werte, die man bei Kaninchen erhalt, wenn die Tiere fortlaufend ge 
fiittert werden, kann man aus den hier erwihnten Zahlen keinerle; 
Einflu8 der niedrigen Umgebungstemperatur auf den Blutzucker 
gehalt der Tiere erkennen. 

Die Versuche ergaben aber auch kein anderes Resultat, als zw 
Vermeidung der stérenden Einfliisse der Nahrungsaufnahme der Blut. 
zuckergehalt der Tiere in niichternem Zustande nach langerem Nahrungs- 
entzug untersucht wurde. 


Es hatte z. B. ein anderer Kaninchenversuch folgendes Ergebnis 
Kaninchen Nr. 37 hatte nach 22 stiindigem Hungern bei Aufenthalt ix 
einer Temperatur von 17,5° 0,091°, Blutzucker; Kaninchen Nr. 36 unte: 
denselben Bedingungen 0,093°, und Kaninchen Nr. 35 0,083°, Blut 
zucker. Die Tiere wurden nach 24stiindigem Verweilen in einer Temperat ur, 
die nach dem Stande des Maximum-Minimumthermometers zwischen 4 wii 
6,5°C schwankte, nach 21stiindigem Hungern wieder untersucht. Di 
Blutzuckerwerte betrugen fiir Kaninchen Nr. 35 0,095°,; fiir Kaninchen 
Nr. 36 0,104°,; fiir Kaninchen Nr. 37 0,108°,. Nun wurden die Tier 
wiederum in den Versuchsraum gebracht und nach 24stiindigem Hunger 
wieder untersucht. Die Temperatur schwankte um diese Zeit zwischen 1s 
und 21,5°C. Die Blutzuckerwerte waren fiir Kaninchen Nr. 35 0,110° 
fiir Kaninchen Nr. 36 0,092°%, fiir Kaninchen Nr. 37 0,102°,. Ein neue: 
licher 24stiindiger Aufenthalt der Tiere in der Kalte folgte nun; die Temy« 
ratur schwankte diesmal zwischen 14,5 und 6,5°C im Freien. Bei der 
Blutentnahme betrug die AuBentemperatur 7°C. Die Blutzuckerwert: 
fiir die drei Tiere waren Kaninchen Nr. 35, 0,088°%; Kaninchen Nr. 34 
0,087°%; Kaninchen Nr. 37 0.087%. 


Alle hier genannten Werte sind natiirlich (wie auch alle nach. 
folgend genannten) Mittelwerte aus zwei bis drei gut tiberein. 
stimmenden Einzelbestimmungen. 


Es lehrt somit auch dieser unter gleichmaBigen Bedingungen an 
drei Versuchstieren ausgefiihrte Versuch, daB sich ein Einflu der 
AuBentemperatur auf den Blutzuckergehalt unter den verwendeten 
Bedingungen bei Kaninchen eindeutig nicht nachweisen lie}. Zu 
einem ahnlichen Resultat fiihrten zwei am Hunde Moppi ausgefiihrte 
Untersuchungen von kiirzerer Dauer. 
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Bei 20° Zimmertemperatur und 4 Stunden nach der letzten Nahrungs- 
aufnahme hatte das Tier einen Blutzuckerwert von 0,069°%,, es wurde ins 
Freie gebracht, wo es bei einer Umgebungstemperatur von 3°C 1 Stunde 
verblieb. Die Kérpertemperatur sank wahrend dieser Zeit nicht ab. Die 
Blutzuckerwerte waren nach 10 Minuten 0,075 % ; nach einer halben Stunde 
0.072%; nach 1 Stunde 0,071°,. In einem anderen Falle wurde der Blut- 
zuckergehalt nach mehrtagigem Aufenthalt des Hundes in der Winterkalte 
bei 4° C mit 0,080°, bestimmt. Das Tier wurde nun in das geheizte Zimmer 
in eine Temperatur von 22,5° gebracht. Die Blutzuckerwerte waren nach 
30 Minuten 0,077°%, nach 1 Stunde 0,078°,, nach 2 Stunden 0,077%, 
nach 3 Stunden 0,076°,, nach 4 Stunden 0,077 °,. 

Inzwischen haben wir die Versuchsmethodik so modifiziert, dab 
wir auch im Sommer unsere Versuche bis auf 11 Stunden ausdehnen 
konnten. 

Die Methodik war die eingangs geschilderte. Die Tiere wurden in einen 
trockenen Eiskasten gebracht, der von einer Kaltemischung umgeben war. 
Die Temperatur der Luft in diesem Aufenthaltsraum der Tiere wurde 
dauernd gemessen und von Zeit zu Zeit Blut zur Untersuchung aus der 
Ohrvene entnommen. Vor dem Einbringen in diesen Eiskasten wurde der 
Blutzucker der in warmer Temperatur sich befindenden Tiere gemessen 
und ebenso laingere Zeit nach AbschluB des Kialteversuchs, wahrend sich 
die Tiere wieder auBerhalb des Eiskastens befanden, das Verhalten des 
Blutzuckers verfolgt. Wahrend der ganzen Dauer der Blutentnahme, also 
wahrend der Vorperiode, der Kalteperiode und der Nachperiode, erhielten 
die Tiere weder zu essen noch zu trinken, und auch vor Beginn der Vor- 
periode wurden sie eine bestimmte Zeit lang (siehe die Tabellen) niichtern 
gehalten. In dieser Weise wurden von uns an drei Kaninchen acht Ver- 
suche und an drei Hunden zehn Versuche ausgefiihrt. 

Die Kaninchenversuche untereinander und die Hundeversuche 
untereinander stimmten im Ergebnis vollkommen iiberein, so daB 
wir in nachfolgenden Tabellen nur je drei Versuche der beiden Arten 
anfiihren. Zu diesen kommt noch Versuch C 11 (Tabelle I) hinzu, bei 
dem absichtlich der Versuch kurz nach der Fiitterung einsetzte. 

Als Ergebnis, das aus den Zahlen der Tabelle I deutlich hervor- 
geht, kann gesagt werden: Wenn man seit etwa 13 bis 15 Stunden 
niichterne Kaninchen fiir 5 Stunden aus einer Temperatur von 2] 
bis 23°C in eine solche von wenig tiber 0° bringt, so ist, von geringen 
spontanen Schwankungen des Blutzuckergehalts, die bei Kaninchen, 
wie jeder Erfahrene weib, gelegentlich immer beobachtet werden 
kénnen, abgesehen, ein allmahliches Absinken des Blutzuckergehalts 
als Folge der Kalteeinwirkung festzustellen. Besonders deutlich wird 
dies dann, wenn der Blutzuckerwert, wie in Versuch C13 und C 14 
der Tabelle I, zu Beginn des Versuches auffallend hoch war. Wodurch 
diese den alten Angaben widersprechende, mit den Beobachtungen 
der japanischen Autoren iibereinstimmende Erscheinung bedingt 
wird, kann zunachst nicht gesagt werden; wir konnten sie aber bei 
allen unseren Versuchen feststellen. Eine Folge des stundenlangen 
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Hungerns der Tiere ist sie gewiB nicht, denn erstens hat, wie aus der 
Literatur bekannt ist und wie uns eigene Versuche lehrten (s. weiter 
unten), ein kurzdauerndes Hungern keine derartige deutliche Ein- 
wirkung auf den Blutzucker, und zweitens ersieht man schon aus 
Tabelle I, daB, wenn die Tiere aus dem Eiskasten herausgebracht 
werden, sie trotz fortdauernden Nahrungsentzuges im Laufe kurzer 
Zeit wieder die Blutzuckerwerte erreichen, die vor Beginn der Kilte- 
einwirkung bei ihnen festgestellt werden konnten. 

Es kommt also entweder ein (in der Kalte verstandlicher) ge- 
steigerter Kohlehydratverbrauch peripherer Organe bei unveranderter 
Kohlehydratzufuhr zum Blute als Grund der Erscheinung in Frage, 
oder eine Veranderung der Insulinproduktion durch die Auben- 
temperatur. 

Wie Versuch 4 der Tabelle I zeigt, sind die Ergebnisse nicht ganz 
identisch, wenn man an Tieren arbeitet, die noch kurz vor Versuchs- 
beginn Nahrung aufnehmen konnten. Wir haben fiinf Versuche an 
Tieren ausgefiihrt, die noch bis kurz vor Versuchsbeginn gefiittert 
worden waren. Die Blutzuckerkurve ist bei diesen Versuchen an sich 
unregelmaBiger und zeigt éfter einen ahnlichen Verlauf bei Kalte- 
einwirkung, wie er von Taya (1. c.) beschrieben wird und wie er, nach 
unseren sogleich mitzuteilenden Beobachtungen, fiir Hunde kenn- 
zeichnend ist, namlich eine kurzdauernde primaire Hyperglykamie, 
die alsbald zur Norm oder unter diese absinkt. 

Etwas anders als beim niichternen Kaninchen verlauft die Blut- 
zuckerkurve, wie Tabelle II zeigt, beim Hunde, wenn er der Kilte- 
einwirkung ausgesetzt wird. 

In Tabelle I] haben wir drei Versuche wiedergegeben, die an 
zwei Hunden ausgefiihrt wurden. Von zehn in ihrem Verlauf gleich- 
artigen Versuchen haben wir diese drei deshalb ausgewahlt, weil bei 
ihnen, wie aus den Versuchsprotokollen hervorgeht, die Tiere an die 
Versuchsanordnung schon weitgehend gewéhnt waren und sich weder 
gegen das Einsetzen in den Eiskasten sehr straubten, noch wahrend 
der Versuchszeit sich unruhig in diesem gebirdeten. Ubereinstimmend 
ergab sich bei den ganzen Versuchen beim Hunde, der der Kiilte- 
einwirkung ausgesetzt wurde, ein primarer Anstieg des Blutzucker- 
gehalts. Dieser erreichte etwa nach 1 Stunde sein Maximum. Die 
Steigerung war in den verschiedenen Versuchen nicht gleichmabig 
hoch, meist betrug sie etwa 20°, des Ausgangswertes, in einzelnen 
Versuchen aber auch 30°. Bei Versuch C 24 unserer Tabelle II ist 
die primare Steigerung des Blutzuckers auffallig niedrig (nur etwa 13 °,,). 
Doch ist es sehr gut méglich, daB zwischen den beiden Ablesungen 
nach 1 und | Stunde der Blutzuckergehalt héher gewesen ist. Im 
weiteren Verlauf der Abkiihlung schwand beim Hunde die Hyper- 
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glykamie aber, und zum Ende des Versuches, also nach elfstiincd: yer 
Kalteeinwirkung, konnten wir fast stets deutlich niedrigere b)\ 
zuckerwerte feststellen als vor der Abkihlung und als die 1 Stun 
nach AbschluB des Kalteversuches bei dem gleichen Tiere bestimmitey 
Werte waren. Als Ergebnis der Untersuchungen am Hunde kany 
somit gesagt werden: Die beobachteten Kurven des Blutzuckers be; 
Kalteeinwirkung unterscheiden sich beim Hunde von den entsprechen den 
Kurven beim niichternen Kaninchen durch die primar auftretencde 
Hyperglykamie, die aber bei langerem Verweilen im Eiskasten in ein 
zwar geringfiigige, aber deutliche und nach dem Entfernen aus dem 
Eiskasten wieder schwindende Erniedrigung der Blutzuckerwerte 
gegentiber denen der Vorperiode des Versuches, itibergeht. Wir konnten 
also die Angabe der Literatur, daB Kalteeinwirkung beim Saugetier 
den Blutzuckergehalt erhéht, Warmeeinwirkung ihn erniedrigt, be 
ziiglich des ersten Teiles dieser Behauptungen nur insofern bestatigen 
als Kalteeinwirkung beim Hunde eine primare kurz dauernde Hyper 
glykamie hervorruft; im iibrigen aber fanden wir nach mehrstiindiger 
Kalteeinwirkung bei Hunden sowie bei Kaninchen den Blutzucker 
gehalt eher etwas erniedrigt oder unbeeinfluBt. 

Da die Abktihlungstemperatur in den Hundeversuchen er 
Tabelle IL nicht sehr niedrig war, so sei nochmals auf die eingangs 
erwahnten, im Winter ausgefiihrten Versuche verwiesen, bei denen 
der Hund trotz langeren Aufenthalts in einer Temperatur von 3 bis 4 
keinerlei Hyperglykamie zeigte. 


Der Einflu8 des Hungerns auf den Blutzuckergehalt. 


Obwohl aus der Literatur hervorgeht, dai linger dauernide: 
Nahrungsentzug keine deutliche Beeinflussung des Blutzuckers bein 
normalen Menschen und Saugetier veranlaBt!, so haben wir doch 
eine ganze Reihe von Versuchen zur Frage der Beeinflussung des Blut 
zuckergehalts durch Nahrungsentzug ausgefiihrt, da unsere Versuchs 
tiere wahrend der ganzen sich oft auf 24 Stunden und mehr erstreckendet 
Versuchsdauer ohne Nahrung blieben, und es uns hauptsiachlich darau! 
ankam, festzustellen, ob die geringe Abnahme der Blutzuckerwerte 
zu Ende der Kalteversuche als Hungerhypoglykamie gedeutet werden 
kénne. 

Tabelle ILI und IV zeigen, daB bei Hund und Kaninchen 48 stiindiger 
Entzug von Nahrung und Trank nur zu einer ganz geringen oder iiber 
haupt keiner Erniedrigung des Blutzuckers fiihrt. Wie Tabellen \ 
und VI zeigen, ist das Ergebnis auch bei langer dauernder Niichternheit 
und (Tabelle VI) bei Wasseraufnahme und Nahrungsentzug das gleiche 


1 L. Pollak, Ergebn. d. inn. Med. u. Kinderheilkde. 23, 361, 1925. 
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Hund. EinfluB langeren Nahrungsentzugs auf den Blutzucker. 
io ne Das Tier hungert seit Std 
Versuch a 
lier 
Nr 14 16 18 21 23 24 3s 
( 25 Moppi 0,098 0.102 0,098 0,095 0.091 0.091 0.087 
0,096 0,098 0,095 0,093 0.089 0.089 0.091 
( 25 Stropp 0,095 0,095 0.102 0,098 0.095 0,091 0.080 
0,098 0,091 0,098 0.102 0,091 0,087 0,084 
Vessel Das Tier hungert seit Std Mittlere 
Tier Zimmer: 
Nr 4 42 45 4; 45 temperatur 
C 25 Moppi 0,091 0,087 0.081 0.091 0.091 28° 
0,086 0.091 0,084 0.086 0,087 
C 26 Stropp 0,086 0,082 0,086 0,086 0,084 22' 
0.087 0.084 0,082 0,087 0,082 
Tabelle IV. 
Kaninchen. Verlauf der Blutzuckerkurve bei 48stiindigem Hungern. 
Cessna Tier Das Tier hungert seit Std 
Nr. Nr 14 16 18 21 23 24 38 
© 27 K. 35 0,112 0,112 0109 O109 O10O7  O112 0,109 
0.110 0,110 0,107 0.105 0.105 0.109 0.105 
Mittelwerte: 0,111 0,111 0108 O,L07 ) O106 0110.) 0,107 
Versuch Tier Das Tier hungert seit Std Mittlere 
Zimmer: 
Nr Nr 40 42 45 47 4s temperatur 
C 27 K. 35 0,105 0.110 0.107 0.112 0.110 23° 
s 0.110 0,107 0,105 O110 O112 
Mittelwerte: 0,107, 0,108, 0,104, O111 O,u11 


Tabelle V. 


Kaninchen. Verhalten des Blutzuckers bei dreitagigem Hungern und Dursten. 





Versuch 


Nr. 


Blla 


BIlb 


Bile 


Das Tier hungert seit Std 


Tier 
Nr. 6° 4 253 4 
K. 35 0,102 0.098 
0,108 0,093 
0.101 0,093 
k. 36 0.125 0.108 
0,116 0.105 
0,114 0,103 
k. 37 0,129 0,108 
0,124 0,099 
0,126 0,099 


§23), 
0.110 
0,110 
0,108 


0,114 
0,116 
0,112 


0112 
0.110 


583), 
0,099 
0.099 
0.108 


0.102 


0,104 
0,104 


0,101 
0.108 
0.101 


75 
0.108 
0.1% 
0.100 


0,120 
O.116 
0,120 


O.116 
0,126 
O115 
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Tabelle VI. 





Blutzucker bei langdauerndem Hungern 
aber Wasseraufnahme. 





Blutzuckerwerte beim langdauernden Entzug von Wasser 


1 
| 4 


0,121 
0,126 


0,145 
0,145 


0,141 
0,137 


Das Tier hungert seit Std. 


16/2 
0.100 
0,102 


0,116 
0,114 
0,127 
0,131 


42'/, 
0,102 
0,097 


0,103 
0,106 
0,125 
0.131 


Tabelle VII. 


beim Kaninchen. 


01)» 
0,094 
0,102 


0,114 
0,115 


0,111 
0,108 


118! . 
0,191 
0.098 


0,112 
0,118 


0.111 


und Nahrung 








Vessueh Tier Des ‘Thee tat néchtem octet Sed. ,. 
Nr. Nr 3 5 21 27 70 77 3 
C 28 K. 35 0,101 O11 O16 O11 O116 0125 O10 
0,102 0,115 0,115 0,113 0,115 0,124 0,104 
C 29 K. 36 0,133 0,134 | 0125 O125 0,122 O115 0,106 
0,133 0,136 0,129 0,127 0.125 O11 0,108 
© 30 K. 37 0,122 0,122 0,108 0111 0.101 0,102 0,095 
0,120 0.118 0.111 0,109 0,099 0,104 0,099 
Vesseih Tier Das Tier tet wtchtern seit Sed. 
Nr. Nr. 100 116 124 140 148 1o4 
C 28 K. 35 0,101 0.106 
0,099 0,108 
C 29 K. 36 0,102 0,108 0,113 0,113 
0,106 0,109 0.115 0,108 
C 386 K. 37 0,094 0,106 0,104 0,097 0,094 0,097 
0,097 0,108 0,102 0,095 0,097 0.095 


Zum SchluB sind in Tabelle VII die Befunde von drei Kaninchen mit 
geteilt, die etwa 5 bis 7 Tage gehungert hatten. Selbst beim Tier Nr. 37 
(Tabelle VII), das fast 7 Tage gefastet hat und in dieser Zeit an Gewicht 
(es wog vor dem Versuch 41, kg) etwa 700 g abgenommen hatte, ist 
der Blutzuckergehalt zu Ende dieser Zeit (0,10°,) nicht viel tiefer 
als nach 21 stiindigem Fasten (0,11). Die Anfangswerte (3 bis 5 Stunden 
nach der letzten Nahrungsaufnahme) sind wohl durch die alimentar 


Hyperglykamie noch etwas erhdht. 


Gelegentlich beobachteten wir 
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berm Kaninchen im Verlauf des Hungerns auch ein plétzliches (kurz 
dauerndes) Ansteigen des Blutzuckers ohne ersichtlichen Grund (siehe 
Tabelle V bei allen drei Tieren nach 52 Stunden und Tabelle VII, 
Versuch C 28, nach 70 und 77 Stunden). Obwohl die Tiere in Stoff- 
wechselkafigen auf Stabrosten saben, ist Fressen des eigenen Kotes 
als Grund hierfiir nicht ganz auszuschlieben. Apparate, die dies ver- 
hindern kénnten, wollten wir mit Absicht nicht tagelang verwenden, 
um das Wohlbefinden und die Ruhe der Tiere nicht zu sehr zu stéren. 


SchlieBlich sei das Verhalten des Blutzuckers beim Hunde Méppi 
bei 101, tagigem Hungern (Wasser hatte das Tier in beliebigen Mengen 
zur Verfiigung) erwihnt. Der Blutzucker (stets Mittelwert aus zwei 
Parallelbestimmungen) betrug vor dem Beginn der Hungerperiode 
16 Stunden nach der letzten Fiitterung 0,082, wahrend des Hungerns 
an den folgenden Tagen: am ersten Tage 0,082, am zweiten 0,083, 
am dritten 0,080, am vierten 0,085, am siebenten 0,093, am achten 0,086, 
am neunten 0,083, am zehnten 0,085, am elften 0,066. 


Die hier mitgeteilten Beobachtungen bestatigen also die Angaben 
der Literatur, dab im Verlauf langdauernden Nahrungsentzuges der 
Blutzuckerwert nur um weniges absinkt und da® dieses Absinken 
schon im Laufe der ersten 24 Stunden zutage treten kann, wie dies 
B. Kisch' schon beim Menschen beobachtete. Im Verlauf weiteren 
Hungerns sanken die Blutzuckerwerte nicht wesentlich weiter ab, 
solange die Tiere noch nicht in einem Stadium schwerer Schidigung 
waren. (Beim Hunde Moppi z. B. erst am elften Hungertag). 


Tier Nr. 35 (Tabelle VII, Versuch C 28) war nach 116 Stunden Nahrungs- 
entzug in einem ersichtlich elenden Zustande, ohne da8 trotzdem der 
Blutzucker einén abnormen Wert aufwies. 


Die Tatsache, daB unsere Versuche in einem gewissen Widerspruch 
zu den Angaben vorziiglicher alterer Untersucher stehen, war der 
Grund, daB sie, wie eingangs geschildert, mehrere Jahre hindurch 
und immer wieder durch verschiedene Beobachter wiederholt wurden. 
Die Ergebnisse blieben immer die gleichen. Es ist uns bisher leider 
nicht gelungen, den Grund fiir die Verschiedenheit unserer Versuchs- 
ergebnisse und den in der Alteren Literatur festgelegten zu ermitteln. 
Die von Taya mit Recht gewiirdigte Tatsache, daB die in der Kalte 
verlangsamte Blutstrémung durch die Kapillaren (aber doch nur der 
Kérperoberfliche!) dazu fiihren kann, bei Untersuchung des Venen- 
blutes die Hyperglykimie zu vermissen, kann kaum der Grund fiir 
unsere Ergebnisse sein, denn auch Embden, Liithje und Liefmann haben 


' Bruno Kisch, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 50, 218, 1926. 
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bei ihren Versuchen Venenblut benutzt, wenn auch solches aus der 
Vena jugularis. Da’ aber die Strémungsgeschwindigkeit des Blites 
bei den in der Kalte gehaltenen Tieren nicht maBgebend fiir unser 
Resultate sein kann, geht schon daraus hervor, dab die nach Fesselung 
AderlaB, Adrenalininjektion und nach Kohlehydratfiitterung auf 
tretenden Hyperglykamien, wie B. Kisch und Simons in eigens daraut 
gerichteten Versuchen sahen, auch bei Temperaturen der Umgebuny 
von 0 bis 1° sehr deutlich zutage tritt, und es ist deshalb schwer an 
zunehmen, dali gerade die Kaltehyperglykamie in dieser Art der Versuch. 
anordnung nicht zutage treten sollte. 


Ein Umstand, den wir sorgfiltig beachtet haben, ist der, dali 
die Tiere vor Beginn des Versuches langere Zeit niichtern gehalten 
werden miissen. 13 bis 15 Stunden geniigen nach unseren Erfahrungen 
um mit dem Versuchsbeginn nicht in den physiologischen Gang der 
Kurve, der durch alimentaire Hyperglykamie und posthyperglykiamiscl 
Hypoglykaimie bedingt wird, zu geraten. Aber auch in diesem Um 
stande kénnen wir kaum eine Begriindung unserer Versuchsergebnisse 
sehen, denn auch Embden, Liithje und Liefmann haben auf diesen 
Punkt geachtet. Taya schreibt nur, daB er an niichternen Tieren seine 
Versuche ausgefiihrt hat, ohne zu sagen, seit wann die Tiere niichtern 
waren. 


Die Versuche iiber Einwirkung kalter AuSentemperatur, iiber 
die wir hier Mitteilung machen, werden demniachst durch Mitteilungen 
iiber das Verhalten des Blutzuckers bei Erhéhung der AuBentemperatur 
erginzt werden, iiber die Herr Weyl in seiner Doktordissertation be- 
richten wird. 


Zusammenfassung. 


Bei mehrstiindiger bis mehrtagiger Einwirkung von Temperaturen 
’ die 0° oder wenig iiber 0° betrugen (im Freien), war eine konstante und 
merkliche Zunahme des Blutzuckerwertes weder bei Hunden noch 
bei Kaninchen festzustellen. 


Versuche an Tieren, die in einen Kaltekasten gebracht wurden 
und sich 5 bis 11 Stunden in diesem befanden, ergaben beim Hunde 
einen primaren Anstieg des Blutzuckerwertes um 10 bis 30°, und ein 
alsbald einsetzendes Absinken bis unter die Norm. Bei seit 13 bis 
15 Stunden niichternen Kaninchen trat unter gleichen Versuchs- 
bedingungen meist nur eine geringe Abnahme der Blutzuckerwerte auf. 
Bei Kaninchen, die der Kalte unmittelbar nach der Fiitterung aus- 
gesetzt wurden, war mitunter, wie bei den Hunden, eine primare, kurz. 
dauernde Hyperglykimie nach Beginn der Kalteeinwirkung fest- 
zustellen. Bei diesen Tieren hatte die Blutzuckerkurve tiberhaupt 
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einen unregelmaBigeren Verlauf, so dais die beobachtete primare Hyper- 
glykimie nicht einfach als Folge der Kilteeinwirkung gedeutet 
werden darf. 

Bei allen Tieren stieg, sobald sie aus der Kalte wieder in die Warme 
etwa 23 bis 26° C) gebracht wurden, der Blutzuckerwert binnen kurzer 
Jeit wieder zum Ausgangswert an. 

Nahrungsentzug (mit und ohne gleichzeitigem Dursten) vermag, 
weh bei langer Dauer (bis 10'/, Tage), wenn die Tiere sich noch in 
gutem Kraftezustande befinden, nur eine geringe Senkung des Blut- 
suckerwertes herbeizufiihren. Diese tritt oft schon nach 24 bis 48 Stunden 
ein, ohne in den folgenden Hungertagen deutlich hochgradiger werden 


zu miissen. 
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Die Absorption des ultravioletten Lichtes 
durch Spaltungsprodukte der Hydrolyse von Rohrzucker '. 


Von 
L. Kwiecinski und L. Marchlewski. 


(Eingegangen am 4. Oktober 1928.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Wahrend unserer Studien iiber die Absorption des ultravioletten 
Lichtes durch organische Substanzen haben wir auch verschieden: 
Zucker in den Kreis unserer Untersuchungen gezogen? und gefunden 
daB auch reduzierende Zucker, mit Ausnahme des Fruchtzuckers 
wenn sie entsprechend gereinigt worden sind, keine selektive Absorption 
zeigen. Die gegenteiligen Befunde einiger Autoren, welche Absorptions 
bander in der Region 4 = 2700 oder 2800 annehmen, miissen dure! 
die Anwesenheit von Verunreinigungen in den untersuchten Zuckern 
erklart werden. Die Reinigung von Reprisentanten dieser Kérper 
gruppe ist iiberhaupt ein ziemlich schwieriges Problem, und eine: 
interessanten Beweis fiir diese Behauptung liefert das Studium der 
Hydrolysenspaltungsprodukte von Rohrzucker. 


Es wird allgemein angenommen, da bei der Spaltung dieses 
Koérpers unter dem EinfluB ‘von gelinde wirkenden Substanzen, wi 
z. B. n/2 HCl, nur Glucose und Liavulose gebildet wurden. Tatsichlic! 
ist der Verlauf der Spaltung viel komplizierter, da augenscheinlic! 
die urspriinglichen Spaltungsprodukte unter dem EinfluB von auch 
nur verdiinnter Salzsiure weiter teilweise umgewandelt werden. [Dies 
folgt aus dem Studium des Absorptionsspektrums der Hydrolysat: 
Glucose zeigt, wie gesagt, kein Absorptionsband und Lavulose nu 
ein sehr schwaches, wobei es noch nicht sichergestellt ist, ob auch i) 


! Vorgelegt der Polmisthen Akademie der Wissenschaften am 2. | 
1928. 
2 Bull. de la Soc. Chim. de France 1928, S. 725. 
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diesem Falle Spuren einer Verunreinigung fiir das Band nicht verant- 
wortlich zu machen sind. Wenn also die Hydrolysenprodukte nur 
aus Glucose und Livulose bestehen sollten, so mubte das Absorptions- 
spektrum sich aus den Spektren der Glucose und Livulose deduzieren 
lassen und héchstens nur ein schwaches, bei der Liivulose beobachtetes 
Band erkennen lassen. Tatsiachlich resultierte ein ganz anderes Bild. 


Zu unseren Versuchen benutzten wir ein Rohrzuckerpraparat., 
welches wir, dank der Vermittlung des Herrn Prof. Sobolewski, von 
dem Zentrallaboratorium der Zuckerindustrie in Warschau erhalten 
haben. Dasselbe erwies sich auf Grund spektraler Untersuchungen 
sogar reiner als ein Praparat des Bureau of Standard in Washington. 


Eine 1,0 mol. Lésung dieses Zuckers wurde hergestellt. Sie zeigte 
(a]p = 66,33°, wihrend nach Tollens Formel (p = 34,2148, q = 65,7852) 
[a]p = 66,23° sich berechnet. Zu 20 ccm dieser Lésung wurden 20 ccm 
n HCl zugesetzt, so daB eine 0,5 mol. Lésung in n/2 HCl resultierte. 
Diese Mischung wurde im Thermostaten bei 20°C gehalten und von 
Zeit zu Zeit polarimetrisch und spektrographisch untersucht. Bei der 
letzteren Untersuchung bedienten wir uns wie immer in unserem 
Laboratorium der Sektormethode von A. Hilger. 


5 Minuten nach dem Ansetzen des Versuchs zeigte die Lisung 
bereits deutliche reduzierende Eigenschaften. Die Drehung des polari- 
sierten Lichtes betrug nach dem Mischen der Zuckerlésung mit Salz- 
siure in einer 20-cm-Réhre a = 22,69, und die spiteren Drehungen 
sind aus folgender Tabelle zu ersehen: 


l. nach 30 Minuten. ......4a + 20,26° 
 » = i Meee a eae + 17,71 
a ae See « ¢t wa oe + 6,07 
&. “ws 7 RA eae ee + 2,54 
5 8 a 1,33 
So." 8 7" ies Ohare a + 0,30 
. <e. & to on 4 oo we 3,24 
Ronee 3 = : «+ Steet @ 6,62 
DR ice ae - se é athe a= 6,95 
mM wv & - ia’ Sah ow @ 7,30 
11 48 a 7,55 
12. 72 a 7,52 


Die Absorption des Lichtes wurde bei den Stufen 2, 3, 7, 8, 9, 10 
und 12 gemessen und zuletzt 120 Stunden nach dem Anfang der 
Inversion. Die Messung der Absorption nimmt natiirlich etwas Zeit 
in Anspruch, und daher notieren wir in den nachstehenden Tabellen die 
otation bei dem Anfang des Versuches und zum Schlub. 
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Stufe 2. 


Photographische Platte 954. 


Stufe 3. 
Photographische Platte 955. 











a = + 17,079 und «a = + 15,60° a — +5,07° und a + 4,02 
& = fem. d = lem. 
a* A a A 
0,00 3530, 2521, 2291 0,00 3380 
0,05 2900, 2708, 2240 0,05 3008 
0,10 2208 0,10 2912, 2540, 22%) 
0,15 2186 0,15 2838, 2740, 226° 
0,20 2242 
025 | 2231) 
0,30 2218 
0,35 220) 
0,40 2190 
‘ Absorptionskoeffizient. 
Stufe 7. Stufe 8. 
Photographische Platte 956. Photographische Platte 957. 
a@ — 8,249 und a = —3,61° a — — 6,63° und a = — 6,71) 
d = 1cm. d = lem. 
a A a A 
0,00 3415 0,00 | 3260 
0,05 3058 0,05 | 8180 
0,10 2948 0,10 | 8068 
0,15 2888, 2552, 2298 015 | 8928 
0,20 2830, 2710, 2274 0,20 2988, 2550, 2374 
0,25 2250 0,25 2950, 2600, 2326 
0,30 2236 0,30 | 2926, 2642, 2296 
0,35 2218 0,35 | 2899, 2688, 2274 
0,40 2204 0,49 | 2858, 2732, 2254 
0,45 2196 0,45 2241) 
050 | 2190 0,50 | 2228 
0,55 2184 0,55 | 2212 
0,60 2182 0,60 | 2206 
065 | 2195 








0,70 2190 
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Stufe 9. Stufe 10. 
Photographische Platte 958. Photographische Platte 959. 
a = — 6,95° und a = — 7,06° a = — 7,30° und a > — 7,44° 
d 1 em. d lem. 
a A a A 
0,00 3242 0,00 3180 
0,05 3148 0,05 3110 
0,10 3100 0,10 3070 
0,15 3058 0,15 3030 
0,20 3020 0,20 3010 
0,25 2984 0,25 2988 
0,30 2952, 2570, 2381 0,30 2962, 2560, 2356 
0,35 2930, 2610, 2332 0,35 2938, 2612, 2328 
0,40 2910, 2652, 2302 0,40 2912, 2668, 2300 
0,45 2882, 2700, 2280 0,45 2810, 2712, 2276 
0,50 2858, 2750, 2260 0,50 2872, 2750, 2258 
0,55 2245 0,55 2848, 2782, 2242 
0,60 2234 0,60 2230 
0,65 2222 0,65 2222 
0,70 2212 0,70 2216 
0,75 2206 0,75 2212 
Stufe 12. Stufe 13. 


72 Stunden nach Anfang der Inversion. 
Photographische Platte 960. 


120 Stunden nach Anfang der Inversion. 
Photographische Platte 961. 








d = lem. — lem. 
a A a A 
0,00 8170 0,00 8248 
0,05 8140 0,10 8180 
0,10 3122 0,20 3140 
0.15 3116 0,30 3120 
0,20 3100 0,40 3092 
0,25 890 0,50 3072 
0,30 3070 0,60 3058 
0,35 3050 0,70 8048 
0,40 3040 0,80 3080, 2572, 2438 
0,45 3930 0,90 8020, 2596, 2400 
0,59 3010 1,00 8016, 2614, 2370 
0,55 2998 1,10 2998, 2640, 2346 
0,60 2990 1,20 2988, 2660, 2310 
0,65 2982, 2579, 2484 1,30 2974, 2676, 2278 
0,70 2972, 2622, 2440 1,40 2962, 2692 
0,75 2970, 2656, 2408 1,50 2950, 2710 

13* 
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Die beigelegte Kurventafel veranschaulicht die Absorpti: 
verhiltnisse ger. verschiedenen Stadien der Inversion, sowie auch (i 
Absorptionsverhaltnisse per Lavulose'. Letztere zeigt, wie beka: 
ein Absorptionsband, aber ein BNck auf die Kurventafel belehrt sof: rt 


Q5+ 


025 
Fructose 





3500 en ga: 4006 





daB die Intensitaét des Absorptionsbandes der Inversionsprodukte bei 
weitem die des Livulosebandes iiberragt, auch ist die Lage der Maxima 
beider Bander nicht identisch. Es ist also evident, daB die Spaltungs 
produkte des Rohrzuckers unter dem Einflu$ von n/2 HCl nicht aus 
schlieBlich aus Glucose und Livulose bestehen, aber iiber die Natur 
der Nebenprodukte kann vorliufig nichts Bestimmtes geéuBert werden 


1 Bull. de P’Acad. Pol. des Se. et des Lettres 1927, 8. 379. 











Die stereochemische Spezifitit von Leber- und Pankreaslipase. 
Von 


Hans H. Weber und R. Ammon. 


\us der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 


(Eingegangen am 30. Oktobe& 1928.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


I. Die optische Spezifitit der Lipasen als Affinitits- 
und als Zerfallsspezifitit. 


Die optische Spezifitat der Lipasen ist wichtig fiir die Beurteilung 
der Frage, wieweit in lipatischen Systemen verschiedener Herkunft 


- das eigentliche esterspaltende Ferment identisch ist. Die sonstigen 
4 Unterschiede in den Wirkungsbedingungen lipatischer Systeme lassen 
a sich nimlich zu einem erheblichen Teile auf die Wirkung von Begleit- 
i 


kérpern des eigentlichen Enzymmolekiils zuriickfihren'. In An- 
lehnung an die gelaufigen Vorstellungen tiber optisch-spezifische Katalyse 
war man dagegen bis vor kurzem geneigt (Wéillstdtter*), aus Unter- 
schieden in der optischen Spezifitat Unterschiede im Bau des eigent- 
lichen Fermentmolekiils abzuleiten. Dies hat zur Voraussetzung, dab 
die optische Spezifitat von den Begleitstoffen unabhangig ist. 

Diese Voraussetzung ist nur so weit erlaubt, wie die optische 
Spezifitat auf einem Unterschied in der Zerfallsgeschwindigkeit der 
Fermentverbindung des isomeren d- und |-Esters beruht (Zerfalls- 
spezifitat®). Ist dagegen die optische Spezifitat die Folge von ver- 
schiedener Affinitat der optischen Antipoden zum Ferment (Affinitats- 
spezifitét®), also die Folge einer verschiedenen Bildungsgeschwindig- 


1 Willstdtter und Mitarbeiter, vgl. dazu C. Oppenheimer, Die Fermente 
und ihre Wirkungen, 5. Aufl. Leipzig 1925/26. Ferner P. Rona und H. H. 
Weber, Handb. d. norm. u. pathol. Physiol., 3. Bd., Bd. II, Berlin. 

2 R. Willstdtter, F. Haurowitz und F. Memmen, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 140, 201, 1924. 

8 P. Rona und Hans H. Weber, |. c., und zwar 8. 918; vgl. auch dazu 
R. Kuhn, |. c., Oppenheimer, Fermente, 8. 113ff. 
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keit der Fermentsubstratverbindung, so ist diese Deutung unwalvr. 
scheinlich. Denn nach den Willstdtterschen Untersuchungen ist gerade 
bei den Lipasen die Affinitét zwischen Ferment und Substrat iiber. 
wiegend von den Begleitstoffen bestimmt !. 


Die optische Spezifitat der Lipasen ist aber in Wirklichkeit sehr 
weitgehend eine Affinititsspezifitat. Diesen Schlu8 zog der eine von 
uns (Weber*) aus Versuchen von P. Rona und R. Ammon® iiber dic 
Spaltung von mandelsaurem Methylester durch Leberlipasen. — |m 
Racemat des mandelsauren Methylesters wird niamlich die d-Form 
bei weitem schneller gespalten als die 1-Form, in reinen d- bzw. 1-Ester 
lésungen ist es dagegen gerade umgekehrt. Dies schien dafiir zu sprechen 
daB beim d-Ester die Affinitaét zum Ferment héher ist, wahrend beim 
l-Ester die Fermentsubstratverbindung schneller zerfallt. In reiner 
Lésung muB infolgedessen der ]-Ester schneller zerfallen, im Racemat 
aber wird dem 1-Ester infolge der héheren Affinitat zwischen d-Ester 
und Ferment das Enzym weitgehend entzogen und der d-Ester zerfiillt 
schneller. 


Die geschilderten Verhialtnisse fanden sich bei der Einwirkung 
von Leberlipase auf den Methylester der Mandelsiure. Sie wurden 
dann spater auch von Willstdtter, Kuhn und Bamann* bei der Spaltung 
des mandelsauren Athylesters durch dieses Ferment wiedergefunden 
Am Athylester wurde aber auBerdem durch die genannten Autoren 
die oben gegebene Erklarung der optischen Spezifitat des Leberenzyms 
durch direkte Bestimmung der fraglichen Affinitats- und Zerfalls- 
konstanten bereits experimentell als richtig bewiesen. Bei der Wichtig- 
keit der Frage, wieweit die am Racemat beobachteten Unterschiede 
der optischen Spezifitat der Lipase auf Unterschieden in der Zerfalls 
spezifitat beruhen, die ja allein Riickschliisse auf das Ferment selbst 
gestattet, schien es wiinschenswert, diesen Beweis auch fiir die Spaltung 
des Methylesters der Mandelsiure nachzuholen®. Es wird ferner auch 
die optische Spezifitét der Pankreaslipase gegeniiber diesem Substrat 
in Affinitits- und Zerfallsspezifitat zerlegt. Hierbei ergibt sich, dai 
die Zerfallsspezifitit von Leber- und Pankreaslipase in Richtung und 


1 R. Willstdtter, E. Waldschmidt-Leitz und F. Memmen, Zeitschr. 
physiol. Chem. 125, 93, 1925. 

2 P. Rona und R. Ammon, diese Zeitschr. 181, 49, 1927, und zwar 
FuBnote auf 8. 70. 

3 Dieselben, |. c. 

4 R. Wilistdtter, Kuhn und Bamann, Ber. 61, 886, 1928. Vgl. dazu 
auch P. Rona und R. Itelsohn-Schechter, diese Zeitschr. 197, 482, 1928. 

5 Hierzu kommt, daB die Versuchsreihen, die dazu ndétig sind. 
zum groBen Teil bereits seit langem vorlagen, aber aus duGeren Griinden 
nicht eher zum Abschlu8 gebracht werden konnten. 
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Grobe vollkommen iibereinstimmt, obwohl ihre optische Gesamt- 
spezifitat gerade entgegengesetzt gerichtet ist. Beziiglich der Leber- 
lipase bestatigen unsere Ergebnisse grundsitzlich die Angaben von 
Willstitter, Kuhn und Bamann. Dies ist nicht unwichtig, weil die 
Bestimmung der Affinitaétskonstanten (nach Michaelis und Menten, 
Kuhn) bei Leberlipase experimentell sehr schwierig ist. Es ist hierbei 
notwendig, die Spaltung von m/1000 bis m/10000 Esterlésungen 
quantitativ zu verfolgen. Hierfiir aber stand uns in der Warburg- 
Rona-Lasnitzkischen gasanalytischen Methode! eine Methode zur 
Verfiigung, die noch bei einem Umsatz von 10~* Mol. einen Ausschlag 
von 22,4emm CO, gibt, wahrend die Ergebnisse von Willstdtter, Kuhn 
und Bamann durch Titration gefunden wurden. 


DaB bei unserer Methode die Esterhydrolyse bei pq = 7,6 gemessen 
wird, von den genannten Autoren aber bei py = 7, beeintrachtigt den 
Vergleich der Resultate nicht, da die optische Spezifitat — im Gegensatz 
cum Gesamtumsatz — von dem pg unabhangig ist?. In unseren Ver- 
suchen wurden als Lipasenpraparate der Glycerinauszug von Schweine- 
leber und Schweinepankreaspulver verwandt, wahrend Wéillstdtter, 
Kuhn und Bamann die Schweineleberlipase als dialysierten N H,- 
\uszug darstellten. 


Die Affinitat der Lipasen zu den beiden optischen Isomeren des Mandel- 
sauremethylesters wird ausgedriickt durch die Dissoziationskonstante der 
heiden Fermentsubstratverbindungen. Die Dissoziationskonstanten er- 
rechnen sich in bekannter Weise* aus den Anfangsgeschwindigkeiten des 
fermentativen Umsatzes in Abhangigkeit von der Substratkonzentration. 
Die Anfangsgeschwindigkeiten miissen dazu in reinen d- bzw. 1-Ester- 
ésungen von konstantem Fermentgehalt bestimmt werden. Die relativen 
Hydrolysenkonstanten ergeben sich an solchen Lésungen aus der maximalen 
Anfangsgeschwindigkeit der Spaltung. 


Il. Leberlipase. 


Beim Umsatz des |-Esters durch Leberlipase kann die Anfangs- 
veschwindigkeit durch den Umsatz nach 25 Minuten gemessen werden, da 
die Reaktionsgeschwindigkeit wahrend dieses kurzen Zeitraumes konstant 
bleibt. (vgl. Tabelle I und Abb. 1). Beim d-Ester gilt das gleiche nur bei 
Konzentrationen von 6.10—‘ mol. aufwarts. Bei niedrigeren Konzen- 
trationen wird die theoretisch zu erwartende Kriimmung der Umsatzkurve 
so stark, daB dies nicht méglich ist. Es wird infolgedessen im Nullpunkt 
eine Tangente an die Umsatzkurve gelegt, deren Ordinatenabstand bei 
25 Minuten angibt, wie groB der Umsatz zu dieser Zeit gewesen ware, wenn 


’ P. Rona und A. Lasnitzki, diese Zeitschr. 152, 504, 1924. 
* R. Willstatter, R. Kuhn und Bamann, |. c. 
%’ L. Michaelis und Menten, diese Zeitschr. 49, 333, 1913. 
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Tabelle I. 
Hydrolyse des |-Mandelsiuremethylesters durch Leberlipase in cmm ( (, 
Konzentration 5 10’ 25 4“ 
mol. 
0,03 6,0 12,0 31,5 165 
0,01 5.5 10,7 27,9 50.5 
0,008 4,8 9,8 26,3 464 
0,006 44 9.4 24.4 447 
0,094 4.4 8,3 21,4 39,2 
0,003 41 7,7 19,9 37,7 
0,002 3,2 6,4 16,2 28,1 
0,001 2,15 4,8 12,6 21. 
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ZeitsUmsatzkurven der Hydrolyse des |-Mandelsauremethylesters durch Leberlipase 


die Umsatzgeschwindigkeit bis dahin konstant geblieben ware. Der Orili 
natenabstand dieser Tangente bei 25 Minuten gibt somit das richtige Mat 
der Anfangsgeschwindigkeit in d-Esterlésungen sehr niedriger Konzen 
tration (vgl. die Abb. 2 und 3). Die so ermittelten Anfangsgeschwindigkeiten 
der Esterhydrolyse in fermenthaltigen Lésungen geben die Anfangs 
geschwindigkeit des rein fermentativ bewirkten Umsatzes, wenn die dure! 
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Zeit-Umsatzkurven der Hydrolyse des dsMandelsauremethylesters durch Leberlipase 
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OH’ bedingte Hydrolyse davon abgezogen wird. Sie ist sehr gering (siehe 
Tabelle IT) und von der Konzentration m/1000 abwiarts zu vernachlassigen. 
Or . + + + 
30} ae 
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Abb. 3. 
Zeit-Umsatzkurven der Hydrolyse des d-Mandelsauremethylesters durch Leberlipase. 
@—e Zeit-msatzkurven. ----- Tangenten an die Zeit-Umsatzkurven. 


Tabelle II. 


Hydrolyse des d- und 1-Mandelséuremethylesters durch OH’ in 25 Minuten. 








Konzentration eum COs Konzentration cmm CO, 
mol. mol 
| 
0,03 5.5 0,004 1,0 
0,01 2,4 0,003 0.7 
0,008 1,9 0,002 05 
0,006 1,2 0,001 0,25 


Abb. 4 zeigt die so ermittelten Aktivitats-p,-Kurven fiir Leber- 
lipase und d- und |-Ester. Die Kurven sind berechnet fiir die Disso- 
ziationskonstanten 

K ( j ) 173-75 
K (—) = 10-** 


und fiir eine maximale Spaltungsgeschwindigkeit (bei sehr hoher 
Substratkonzentration) des d-Esters von 
0,715. 10-* Mol. l6emm CO, 
25 Min. —~ "25 Min. ) 
des ]-Esters von 
1,25.10-°Mol. / 28emm CO, 
25 Min. (= 35 Min.) 


Die Versuchspunkte liegen befriedigend auf den errechneten Kurven. 
Da die maximale Spaltungsgeschwindigkeit bei einer Substrat- 
konzentration erreicht wird, bei der das gesamte Ferment an das 
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Substrat gebunden ist, ist diese GriéBe bei gegebener Fermentkonz::, 
tration ein reines Ma® fiir die Zerfallsgeschwindigkeit der Ferme: 


: , - ' , 28 
substratverbindungen. Somit zerfillt die 1-Esterfermentverbindung 1 


1,75mal schneller als die d-Esterfermentverbindung. Dagegen ist 
10-2 


beim d-Ester die Affinitaét zum Ferment viel — namlich 10-878 


7 mal 


gréBer als beim 1-Ester, wie sich aus dem Vergleich der Dissoziations 
konstanten ergibt. 


30 

















Ps <_——- 
Abb. 4. 
Aktivitiéts-p.-Kurven des d+ und |-Mandelsaiuremethylesters (Leberlipase). 
xX—-xX d-Ester, O—O |Ester. 


DaB die optische Affinitatsspezifitat und die optische Zerfalls 
spezifitat der Leberlipase gegeniiber Mandelsiure-Methylester ent- 
gegengesetzt gerichtet ist, ist der Beweis fiir die anfangs gegebene 
Erklarung (s. 8. 198) der Befunde von P. Rona und R. Ammon! und 
eine Bestitigung der analogen Ergebnisse von Willstdtter, Kuhn und 
Bamann' am Mandelsiure-Athylester. 


Quantitative Ubereinstimmung zwischen den hier angefiihrten 
Konstanten und denen der zuletzt genannten Autoren ist bei der Ver- 
schiedenheit der Substrate und der Fermentdarstellung nicht zu fordern 
Quantitative Ubereinstimmung ist trotzdem weitgehend vorhanden 
(s. Tabelle III). 





Tabelle III. 
Dissoziationskonstanten | Relative Hydrolysen- 
der Fermentsubstrat+ | konstanten der Ferment: 
verbindung substratverbindung 
ky | ko | ky | tO 
Mandelsiureithylester. . . . 10-3,3 10-28 1 1,6 
Mandelsiuremethylester . . . 10—3,75 10—2,9 1 1,75 


tj. ec. 
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Kine erhebliche Differenz besteht nur im Wert der Dissoziations- 
konstante der Fermentverbindung der beiden d-Ester. Ob diese 
Differenz real oder methodisch bedingt ist, ist nicht zu entscheiden. 
Denn gerade diese Konstante ergibt sich im wesentlichen aus den 
\nfangsgeschwindigkeiten des Umsatzes in den sehr niedrigen Ester- 
konzentrationen zwischen 10-* und 10~*mol. Deren genaue Be- 
stimmung ist aber verhaltnismaBig unsicher. 

Priift man die gefundenen Konstanten, indem man den Umsatz 
der optischen Antipoden in racemischem Mandelsiureathylester zum 
Vergleich heranzieht, der von Willstdtter, Kuhn und Bamann' sehr 
yenau bestimmt ist, so erscheint die von den genannten Autoren ge- 
fundene Dissoziationskonstante des d-Esters etwas zu gro}, die von 
ms angegebene etwas zu klein. Letzte kann allerdings nur unter der 
Voraussetzung, daB die Konstanten fiir Mandelsiure-Athyl- und Methyl- 
ester in Wirklichkeit gleich sind, in diese Priifung eingezogen werden. 

Das Verhiltnis der Umsatzgeschwindigkeiten der beiden optischen 
\ntipoden im Racemat haingt ab von der Menge der beiden Ferment- 





K,_).& k 
substratverbindungen - a ) vt! und ihren Zerfallsgeschwindigkeiten me ). 
Ko) -S(-) ky) 
h.: . , Y 
M+) ue ki): Ku, -S,) Koo : (1) 
%) ky. » K ,)- Sy S_, 


In dieser Gleichung sind ky) und ki) die Hydrolysenkonstanten, 
Ki) und Ki4) die Dissoziationskonstanten der beiden Fermentsubstrat- 
verbindungen, S(4) und S_) die Konzentrationen des ungespaltenen 
i. und 1|-Esters; K ist eine Konstante, die durch Kombination der vier 
angegebenen Konstanten entsteht. K |46t sich nun aus den direkt gemessenen 
Partialumsatzen der beiden optischen Antipoden bei der fermentativen 
Spaltung des Racemats errechnen. Da die Art dieser Rechnung bisher 
anscheinend noch nie formuliert ist, soll sie kurz angegeben werden. Fiihrt 
man in Gleichung (1) y als Partialumsatz des d-Esters, x als Partialumsatz 
des 1-Esters ein, so nimmt sie folgende Form an: 





J 
t -A— 
dz ~ Ryo" 
dt 
Hier bedeutet A die Anfangskonzentration des d- bzw. |-Esters. 
Daraus wird j dy K | dz 
A—y A—2z’ 


fihrt man die Integration dieser Gleichung durch, eliminiert die Integrations - 
konstante mit Hilfe der Nullpunktbedingung und lést die integrierte Gleichung 
nach K auf, so ergibt sich: A 





K s—%. (2) 











Rs) eee eee 
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_ Aus der asymmetrischen Spaltung des racemischen Mande| 
Athylesters nach Wilistdtter, Kuhn und Bamann ergibt sich: K ae 
(s. Tabelle IV). 
Tabelle IV. 
A 0.5. Gesamtkonzentration des Racemats am Anfang 1 
U de i 
Spaltungsgrad aoe ce k= A-—y 
des Racemats —_——— - =f A 
d-Esters |-Esters ln A 
0,15 0,1085 0,0415 2.9 
0,2 0,1445 0,0555 2,9 
0,3 0,216 0,084 3,1 
04 0,283 0,117 3,1 


Diese Konstante K kann man nun auch aus den experimentel! ermitte|: 
einzelnen Dissoziations- und Hydrolysekonstanten der Tabelle IIT kon 
binieren. Dann ergibt sich aus den Werten von Wollstdtter, Kuhn wd 
Bamann (Athylester der Mandelséure) 2,0**, aus unseren Werten (Methy 
ester-Mandelséure) 4,0. Der aus den Racematumsitzen errechnete Wert 
fir K von 3,0 stellt somit ziemlich genau das geometrische Mittel diese: 
beiden Werte dar. Wenn man diese Abweichungen methodisch erklare: 
will ( s. oben), so muB man sie auf die Unsicherheit in den Werten fit 
K(+) zuriickfiihren, da alle anderen Werte der Tabelle ITI sehr sicher sind 


Ill. Pankreaslipase. 


Es ist seit langem bekannt!, daB die Pankreaslipase im Mande! 
siureesterracemat dieselbe optische Komponente (den 1-Ester) rasche: 
spaltet, die auch in reinen Lésungen der optischen Antipoden schnelle: 
gespalten wird. Die optische Spezifitat gegeniiber dem Racemat deck: 
sich also dem Sinne nach mit der Zerfallsspezifitat (s. 8.197 f.). Es ist 
aber unbekannt, ob dies darauf beruht, dab bei diesem Ferment 
Zerfalls- und Affinitatsspezifitat (s. S. 198 f.) im gleichen Sinne wirken 
oder aber darauf, daB der EinfluB der Affinitatsspezifitat gegeniibe: 


dem Einflu8 der Zerfallsspezifitat quantitativ nicht aufkommt. [Dies 


wird entschieden durch die quantitative Charakterisierung der Affinitat- 
spezifitat durch die Dissoziationskonstanten und der Zerfallsspezifita: 
durch die Hydrolysekonstanten der d- bzw. 1-Esterfermentverbindunge 
Diese Konstanten ergeben sich aus Abb. 5. Und zwar liegen dort di 


Versuchspunkts befriedigend auf den Aktivitats-pg-Kurven, die au 


den Dissoziationskonstanten K,,,= Ky) = 10-8 und den maxi 
malen Spaltungsgeschwindigkeiten 50 und 29cemm CO, (= 2,23 und 
1.29 . 10-* mol. Umsatz/60 Minuten) errechnet sind. Wahrend ic 


* Wenn bei Wilistdtter, Kuhn und Bamann K = 2,6 max. angegebe: 
wird, so beruht das darauf, daB diese Konstante dort nur geschatzt +! 
1. 6. 


1 R. Willstatter und F. Memmen, Zeitschr. f. phys. Chem. 188, 216, 1924 





nde! 


sche 
eller 
leckt 


nent 
ken 


liber 


| Nes 


tats 


alls 
aX! 

und 
clit 


024 





Stereochemische Spezifitat von Leber- und Pankreaslipase. 


205 


|issoziationskonstanten also gleich sind, ist die Hydrolysekonstante 


des |-Esters 50/29 


> comm, 





oL— 


1,.7mal gréBer als die des d-Esters 


Abb. 5. 
Aktivitatsep.,Kurven des d+ und |-Mandelsiuremethylesters (Pankreaslipase) 
x—-» d-Ester, 


Als Ma®B der Anfangsgeschwindigkeiten fiir die Aktivitéts-pg-Kurven 


ier Abb. 5 ist der Umsatz nach 60 Minuten verwandt. 


Die Zeitumsatz- 


kurven verlaufen wahrend der Versuchsdauer geradlinig, da die hohen 


Esterkonzentrationen 
Tabelle V). 


nur wenig 


(weniger als 


Tabelle V. 


abnehmen 


(siehe 


Hydrolyse des d- und |-Mandelsiuremethylesters durch Pankreaslipase. 





F = Esterumsatz im Fermentversuch; H OH-Hydrolyse im Kontroll- 
ansatz; fermentativ Umsatz. emm CO,. 
Konzens d-Ester \-Ester 
tration . = os " 
mol 25’ 45 25’ 45’ 60’ 
0,12 F 51.5 92.0 
H 45,0 82.0 
D 6.5 10.0 
0.10 F 47,9 85,5 56.0 1010 135.0 
H 36,5 66,0 39,0 69,0 92.0 
D 10,5 19,5 17,0 82.0 43.0 
0.06 F 13,0 33,0 60,0 39.5 71,0 94.5 
H 9.5 24.5 43,0 23,0 41,9 54.5 
D 3.5 8.5 17,0 16.5 30,0 40,0 
0,04 PF 11.5 28.5 51,5 36,0 65.0 87,0 
H 80 190 34,0 21,0 88.0, 515 
D 3.5 9.5 17,5 15,0 27,0 35.5 
0,03 F 9.5 23.5 42.0 26.5 47,0 64,0 
H 6,0 16,0 28,5 13,0 23,0 380.5 
: D 8,5 7,5 13,5 13,5 24,0 33,5 
0,02 F 24.0 43.5 57,5 
H 13.5 24,0 32.5 
D 10.5 19.5 25.0 
0.01 F 4.5 10.5 18,0 12,0 29,0 27.0 
H 2.5 6.5 11,0 45 8.0 11,5 
D 2.0 4.9 7.0 7,5 12,0 15,5 
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Die Werte fiir die hier angegebenen Konstanten sind erheblic|, \) 
sicherer als bei der Leberlipase. Dies hat zwei Griinde. Erstens js; «j 
gasanalytische Umsatzmessung fiir diese Untersuchungen weniger ge+ iyne+ 
als die titrimetrische Methode, weil sie zur Arbeit bei deutlich alka} jccho, 
Reaktion (py = etwa 7,6) zwingt. Infolgedessen tritt bei den hohen Este, 
konzentrationen, die bei den Versuchen mit Pankreaslipase — anders a\ 
bei der Leberlipase (vgl. S. 200 f.) —- angewendet werden miissen, eine se} 
erhebliche OH-Hydrolyse auf, und der fermentative Umsatz ergibt sic 
als kleine Differenz zweier groBer Werte (s. Tabelle V). 

Zweitens nimmt die Anfangsgeschwindigkeit der Spaltung mit steigender 
Esterkonzentration bis 10—' mol. deutlich zu. Bei dieser Konzentrat jv; 
ist offenbar durchaus noch nicht alles Ferment an die Ester gebunden 
Trotzdem nimmt bereits bei wenig héheren Esterkonzentrationen <j 
Spaltung infolge interkurrenter Einfliisse’ wieder stark ab (vgl. Tabelle \) 
Hierdurch ist die Ermittlung der maximalen Zerfallsgeschwindigkeiten mir 
einer gewissen Unsicherheit behaftet. Diese Unsicherheit beeintrachtigt 
auch — mittelbar — die Bestimmung des absoluten Wertes der Dissoziations. 
konstanten etwas. Immerhin ergibt sich mit groBer Sicherheit, da{ di 
Anfangsgeschwindigkeit der Spaltung bei beiden Estern in gleicher Weis 
von der Substratkonzentration abhangt ; das aber heiBt, die Affinitat beider 
Ester zum Ferment ist gleich,-wenn ihre absolute GréBe auch durch dic 
angefiihrte Dissoziat. »skonst;yete nur ungefahr charakterisiert sein mag 


Pankreaslipas >| ;t deni nach gegen Mandelsaure-Methylester kein 
optische Affini spezi‘itét. Die optische Spezifitat gegeniiber dem 
Racemat diese: -sters beruht allein auf Zerfallsspezifitat. Da nun 
die Hydrolysenkonstante des 1-Esters 1,7 mal gréBer ist (s. 8. 205) als 
die des d-Esters, so nimmt Gleichung (1), die das Verhaltnis der 
Spaltungsgeschwindigkeiten im Racemat angibt, die Form an: 

Se? ae 4,92, 
%+) B+) 

Der 1-Ester muB also im Racemat am Versuchsanfang, wenn di: 
Konzentration der beiden optischen Antipoden noch gleich ist, 1,7 mal 
schneller gespalten werden als der d-Ester. Ob die Konstante K der 
Gleichung (1) tatsichlich im Racemat 1,7 betragt, la8t sich mit Hilf 
der Gleichung (2) oberflichlich an zwei Versuchen von P. Rona und 
R. Ammon? priifen, in denen der Partialumsatz der optischen Anti 
poden nach einer Racematspaltung durch Glycerinauszug von Schweine 
pankreaspulver von 53,8 und 56,5°%, analysiert ist (s. Tabelle VI). 

Die ausgezeichnete Ubereinstimmung zwischen der am Racemat 
errechneten und der aus den Dissoziations- und Hydrolysekonstanten 
des d- und 1-Esters kombinierten Konstanten K zeigt, daB die ober 
gegebene Erklarung der optischen Spezifitat der Pankreaslipase er 
schépfend ist. 


1 R. Willstditer, Kuhn und Bamann, |. c. 
2 P. Rona und R. Ammon, |. c., und zwar S. 68, Tabelle VI, Versuche 6 
und 7. 
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Tabelle VI. 
A = 0,5. Gesamtkonzentration des Racemats am Anfang = 1,0. 





A 








Spaltungsgrad Umests des a eZ —y 
des Racemats — _ _ A 

d-Esters |. Esters aan 

0,538 0,313 0,225 1,75 

0,565 0,323 0,242 1,58 


Mittel 1,67 


Die optische Spezifitat der Pankreas- und der Leberlipase gegen- 
iiber Mandelsiure-Methylester ist gerade entgegengesetzt gerichtet; 
die optische Zerfallsspezifitat, die allein Riickschliisse auf den 
Bau des eigentlichen Fermentmolekiils gestattet, ist bei den beiden 
Lipasen nicht nur der Richtung, sondern dem Umfang nach villig 
gleich. Sollte sich dasselbe fiir andere Fille asymmetrischer Spaltung 
durch Lipasen zeigen lassen, so wiirde die optische Spezifitat der ver- 
schiedenen Lipasen aus einem bevorzu, »n Ge wgument gegen ihre 


Identitaét in ein wesentliches Argument -ir ih dentitét verwandelt. 


Zusammenfassung. 


1. Die Dissoziationskonstante der Verbindung der Leberlipase 
mit d-Mandelsiuremethylester betrigt 106—*7*, mit dem 1-Ester 16~%°. 
Das Verhaltnis der Hydrolysenkonstanten dieser beiden Verbindungen 
betriigt 1: 1,75. 

2. Die Dissoziationskonstanten der entsprechenden Verbindungen 
der Pankreaslipase mit den beiden Estern sind gleich; sie betragen 
10-48. Das Verhiltnis der Hydrolysenkonstanten betrigt 1: 1,7 
zugunsten des |-Esters. 

3. Berechnet man aus den angegebenen Konstanten den Partial- 
umsatz des d- und |-Esters bei der Racematspaltung durch Leber- bzw. 
Pankreaslipase und vergleicht man diese Werte mit den direkt bei der 
Racematspaltung gefundenen, so findet man befriedigende Uber- 
einstimmung. 

4. Aus den angegebenen Hydrolysenkonstanten der Ferment- 
substratverbindungen ergibt sich, daB die allein fiir das eigentliche 
Ferment charakteristische optische Zerfallsspezifitét bei den beiden 
Lipasen quantitativ iibereinstimmt, trotz der entgegengesetzten Richtung 
ihrer optischen Gesamtspezifitat. 











Experimentelle Untersuchungen 
iiber die Beeinflussung des Kohlenstoff- und Oxydations- 
quotienten des Harns durch perorale Hefedarreichung. 


Von 


Paul Hoffmann. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Inst ituts 
der Universitaét Berlin.) 


(Eingegangen am 14. November 1928.) 


In einer kiirzlich erschienenen Arbeit haben A. Bickel und G. Niy 
mann (1) mitgeteilt, daB es méglich ist, bei Hungerkaninchen durch 
perorale Darreichung einer Trockenhefe (,,LLevurinose**) eine iiber mehrere 
Stunden sich erstreckende betrachtliche Senkung des Blutzuckerspiegels 
zu erzielen, was nach den Beobachtungen von Kaufmann (2) nicht 
gelingt, wenn man bei Einhaltung der namlichen Versuchsbedingungen 
eine gleiche Gewichtsmenge frischer Hefe verfiittert. Diese Beobach 
tungen beanspruchen aus dem Grunde ein ganz besonderes Interesse, wei! 
es bisher kaum zu erreichen war, eine antidiabetische Wirkung bei 
Verfiitterung von frischer oder getrockneter Hefe experimentell exakt 
nachzuweisen. Denn die Angaben tiber den Gehalt der Hefe an insulin. 
artigen Stoffen stiitzen sich ausschlieBlich auf die Erfolge der enteralen 
oder parenteralen Applikation von Hefeautolysaten oder Hefeextrakten 
die z. B. durch Kaufmann aus verdauter Hefe gewonnen wurden 
Im Hinblick auf die Untersuchungen von A. Bickel und G. Nigman: 
erhob sich nun die Frage, ob die durch Trockenhefeverfiitterung erzie! 
bare Senkung des Blutzuckerspiegels der Ausdruck eines gesteigerten 
Zuckerabbaus, also einer Stoffwechselbeeinflussung ist, oder ob dieses 
Phanomen dadurch zustande kommt, daB8 durch Bindung frei gelésten 
Blutzuckers in irgend einer Form der Reduktionswert des Blutes herab 
gesetzt wird, wie man es ja auch fiir die Insulinwirkung am normale: 
Tiere vielfach annimmt. Diese Frage lieB sich der Lésung nahern 
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wenn man wuBte, wie sich die Harnquotienten C: N und Vakat-O: N 
bei der Trockenhefefiitterung verhalten. Es hatte Wada(3) friiher 
im hiesigen Laboratorium den Harnkohlenstoffquotienten bei normalen 
Kaninchen mit und ohne Insulinbehandlung studiert und war zu der 
Ansicht gelangt, daB der Effekt der Insulinbehandlung auf den Harn- 
quotienten C: N beim normalen Kaninchen nicht einheitlich ist, indem 
bald Senkungen, bald Steigerungen beobachtet werden, da aber 
jedenfalls ein EinfluB8 existiert. Das naimliche Resultat hatte Wada, 
als er die Insulinbehandlung an einem normalen Kaninchen vornahm, 
dessen Harnkohlenstoffquotient durch eine nicht zur Glykosurie 
fiihrende perorale Traubenzuckerzulage zur Nahrung (Riiben) kiinstlich 
gesteigert worden war. Das Insulin rief an diesem gesteigerten 
Quotienten je nach der Dosierung ebenfalls bald eine Erhéhung, bald 
eine Senkung hervor. 

Wenn man nun aber den Hefeversuch an einem Kaninchen machte, 
dessen Harnkohlenstoffquotient durch eine nicht glykosurisch wirkende 
tigliche Traubenzuckerzulage zur im iibrigen wahrend des ganzen 
Versuchs qualitativ gleichartigen Nahrung (frische Mohrriiben) kiinstlich 
gesteigert war, dann konnte man im Falle des Auftretens einer Harn- 
quotientverminderung daran denken, da diese Senkung auf einer 
Zuckervergirung im Darm durch die gleichzeitig mit dem Zucker 
verabfolgte Hefe beruhte, dab also wahrend der Hefeperiode weniger 
Traubenzucker resorbiert wiirde als vorher, und daB deshalb der Harn- 
kohlenstoffquotient sinke. Dieser Einwand ist aber aus dem Grunde 
nicht stichhaltig, weil 7. Kudo (4) schon vor Jahren im hiesigen Labo- 
ratorium gezeigt hatte, daB die Gairungskraft der Hefe bei der Magen- 
passage durch die Salzsiureeinwirkung erheblich geschadigt wird, und 
da8 bei chronischer Hefefiitterung weder die Garungskraft des Duodenal- 
inhalts, noch auch diejenige des Blutes oder der Gewebsprebsifte 
(Muskeln) des betreffenden Versuchstieres dem Traubenzucker gegen- 
iiber zunimmt. 

Bei meinen Versuchen, bei denen ich mich desselben Trocken- 
hefepriparats bediente, das Bickel und Nigmann in ihren eigenen 
Versuchen benutzt hatten, namlich der im Kaltluftstrom praparierten 
Trockenhefe Levurinose (,,Blaes‘*), bestimmte ich nicht nur den Harn- 
kohlenstoffquotienten, sondern auch den Oxydationsquotienten des 
Harns. Die Versuchsanordnung war folgende. Wahrend des ganzen 
Versuchs erhielten die Kaninchen stets rohe Mohrriiben als Futter, 
von denen sie nach Belieben fressen konnten. In einer mehrtagigen 
Vorperiode erhielten sie lediglich dieses Mohrriibenfutter; in einer 
daran anschlieBenden mehrtigigen Zucker-Vorperiode bekamen sie 
tiiglich eine derart bemessene Traubenzuckerzulage (etwa 4g pro | kg 
Koérpergewicht bei Lisung der ganzen Zuckermenge in 100 com Wasser) 
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durch die Schlundsonde in den Magen gegossen, daB keine Glyku~ 
dadurch erzeugt wurde. In der nun folgenden Hefe-Zucker-Haj:; 
periode bekamen sie zugleich mit der Traubenzuckergabe 5 g Leyuy; 
nose, die in der Traubenzuckerlésung aufgeschwemmt wurden. Pa)», 
folgte in mehreren Fallen eine Zucker-Nachperiode, in der der Zuck; 
weitergegeben, die Hefe aber fortgelassen wurde, in allen Fiillen aher 
beschloB den Versuch eine kurze Nachperiode, in der wieder nur ‘jas 
Mohrriibenfutter gereicht wurde. 

Ein Blick auf die Periodendurchschnittswerte fiir die Quotientey 
die durch Division der Periodendurchschnittswerte fiir den C- bzy 
Vakat-O- und den N-Gehalt der taglichen Harnmengen erhalten wurden 
lehrt folgendes. Die Zuckerzulage bewirkt immer eine Steigerung der 
Quotienten, die vor allem durch eine Reduktion der Harn-N-Mengen 
erzielt wird. Der Harn-C andert sich nur unwesentlich, der Hary 
Vakat-O dagegen zeigt eine leichte Vermehrung. 

Die Hefezulage steigert in allen Fallen die Harn-N-Menge, eben. 
aber in relativ geringerem MaBe den Harn-C und in einem Falle auct 
den Vakat-O des Harns, wahrend dieser in dem anderen Falle zuriick 
geht. Der Effekt ist in allen Fiillen eine leichte Senkung des 
Quotienten C:N, wie des Oxydationsquotienten Vakat-O:N, wenn 
auch diese Senkung sich erst einstellt, nachdem die Hefe mehrer 
Tage verabfolgt worden ist. 

Mit dem Aussetzen der Hefegabe schnellt der Oxydationsquotie' 
sofort wieder in die Héhe und strebt nach Aussetzen der Trauben 
zuckerzulage dem Werte der Vorperiode zu. Auf dieses Hinaufschnellen 
des Oxydationsquotienten nach dem Aussetzen der Hefegabe bei 
Fortdauer der Zuckerzufuhr wird bei meiner Beweisfitihrung besondere- 
Gewicht gelegt. 

Durch diese Versuche ist der Beweis erbracht, daB die perorak 
Darreichung einer Trockenhefe von den Eigenschaften der Levurinos 
beim Kaninchen den durch die perorale Traubenzuckerzulage zu 
Nahrung gesteigerten Kohlenstoff- und Oxydationsquotienten des 
Harns senkt, d.h. eine Steigerung der Oxydationen in qualitativer 
Hinsicht herbeifiihrt. Die Wirkung auf diese Quotienten ist nicht 
stark, aber sie war doch in allen Versuchen deu‘lich vorhanden. 

Meine Versuche zeigen demnach im Verein mit den Beobachtungen 
von Kaufmann wie von Bickel und Nigmann, daB die perorale Zufubhr 
von Hefeautolysaten, Hefeextrakten und besonders auch von Trocken 
hefe bestimmter Qualitét beim normalen Kaninchen eine Wirkung 
auf Blutzucker und Oxydation im antidiabetischen Sinne erkennen 
laBt, und daB diese Hefewirkung groBe Ahnlichkeit mit der Insulin 
wirkung hat, womit nicht gesagt werden soll, daB sie mit diese! 
identisch sei. 
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Harns nach Hefedarreichung. 


Oxydationsquotient d. 
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212 P. Hoffmann: 
Versuch 2. Kaninchen. 
‘utters | . 
Datum Gewicht pom one Vekat-O N O:N Bemerkungen 
g g | ecm ry u 
7. VIII. | 2709 | 500 | 290 = 1,182 | 0,364 3.109 | Vorperiode 
8. VIUL. 2780 510 120 0,740 0.288 2.572 trisches Mohrruben. 
9. VIII. 2780 550 390 1,821 | 0,546 3,337 futter 
10. VII. 2750 730 8BY0 — — - Durchfall 
11. VIII. 2730 360 320 — — Durchfal! 
12. VIIl. | 2720 400 220 «= 1,088 §=0.255 4,247 
13. VII. | 2710 | 470 409 1,709 0,378 4,500 
14. VIII. 2780 300 ~~ — _ — Durchfall 
15. VIII. | 2680 380 | 240 — 1,632 | 0,407 | 4,010 Zucker+Vorperiodc 
16. VI. | 2700 | 350 270 © 1,851 | 0,454 | 2,980 | “Witer + l00cen. 
17. VII. | 2660 830 «| «310 ~=—:1,472 | «0467 | 3152 | 13%iger Trauden. 
18.VII. 2740 400 300 1274 0,336 3,809 | eerS om 
19 Vill 2710 650 360 | 2,162 | 0.498 | 4.341 

. VI. | 2700 | 460 | 2% | 0955 | 0273 3.498 
21. VIII. | 2700 | 430 | 360 | 1.726 | 0.884 | 4.495 || ‘leferZuckor-Heupt- 
22. VIII. 2720 389 309 | 1,545 | 0,378 | 4,087 Mohrrunentutter 
23, VIII. | 2750 449 | 270 | 1,256 | 0,515 | 2,439 ¢ Ff 10? ccm 13 %oieer 
24. VIII. | 2650 460 | 320 11575 | 0,448 | 8516 jl sso Levnnnt 
25. Vil. | 2680 | 660 290 1,499 | 0,568 2,639 per os gegeden 
26. VIII. 2700 510 250 | 1,251 | 0490 2,553 
27. VIIl. 2700 | 350 — —-. | - Durchfall 
28. VII. 2660 300 | 820 | 1,553 | 0.493 | 3,150 
29. VIII. 2800 440 | 290 | 1,440 | 0,386 | 3,731 
30. VIII. | 2780 | 260 280 =: 1,536 | 0,392 | 3,918 
81. VIII. 2630 350-290 | 2,167 | 0,528 | 4,106 

1. IX. | 2820 330 | 220 — _ — Zuckerreaktion 
| } positiv im Harn 
2. IX.) 2700 390 | 870 2201 | 0414 5,316 
3. IX. 2750 | 380 | 280 | 2116 | 0,412 | 5.121 | zuckeroNachperiod 
4. IX. | 2600 350 280 1,672 0,318 5.342 ‘Fitterung wee in der 
5. IX. 2790 | 40) | 820 | 1,964 | 0,525 | 3,722 jeae orperiode 
6. IX. 2640 410 | 350 | 1,887 | 0,322 | 5,705 
7. IX.) 2790 | 500 | 280 | 1,431 | 0,353 | 4,054 \ 
8. IX. 2700 | 520 | 320 | 1,617 | 0,358 | 4,517 IN Passerond wie ° 
9. IX.) 2650 | 480 | 350 | 1,934 | 0,441 | 4,385 | we oe 
10. IX.) 2660 500 | 280 | 1,527 | 0314 | 4,863 | 
Durchschnittswerte. 
Vakat-O N | V-O:N 
Vorperiode: 7. VIII. bis 10. VII... ...... 1,231 0,399 3.085 
Zucker-Vorperiode: 11. VIII. bis 18. VIII. . . . 1,420 0,383 8,710 
Zucker-Hefe-Hau ptperiode: 

I. Teil 19. VI. bie 24.VIL ....... 1,536 0.416 3,692 
Il. Teil 25. VIII. bis 31.VI.. ........ 1,574 0,476 3.307 
Zucker-Nachperiode: 1. IX. bis6.IX..... . 1,958 0,397 4.932 
Nachperiode: 7. IX. bis 10.1X.. . . 1,627 0,367 4,433 
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Versuch 3. Kaninchen. 














Fi . H . 
Datum || Gewicht menge | menge | VexatO| N o:s usnitioden 
Ral 8 com 8 a 
7. VIL. | 2900 250 240 | 1112 0878 2,942 
Ss Vill. 2940 810 40 1.959 0.560 8.498 Vorperiode: trisches 
9. VIII. 2980 520 380 1,925 0,545 3,532 | Mobrrubentutter 
10. VI. 2920 770 310 | 1,544 0,477 3,238 
11. Vi. | 2900 390 380 2.366 04384 5.452 
12.VII. 293) 510 220 | 1,085 0,847 | 3,127 |} 7 
13. VII. 29990 = 690 350 | 1,750 0478 | 3,661 cm gt eed 
14. VII. 2810 ©6610, «440 | 1746 0,501 | 3,488 || “anes Meberdben 
15. VIL. 2830 799 380 | 1, 413 0,337 4,198 13°/iger Trauben- 
16. VIII. 2780 690 480 | 1,887 0,454 4,055 | *usKerlosune per os 
17. VIII. 2810 490 370 | 1,682 0362 4,646 
18. VIII. 2830 700 460 2.110 0,854 5,960 
19. VII. = 2840 = 820 40 | — 
20. VIII. 2820 | 950 3 ee 5 
1. VII. 2840 | 550 | 400 | — . 
22. VIII. 2810 590 880 — Breiiger Stuh! 
23. VII. 2730 710 390 
24. Vill. 2699 700 420 | — 
2. Vill. 2700 250 3100 | — - _ 
26. VI. | 2650 190 339 | 1425 0416 | 3,425 | 
27. Vill. | 2740 470 210 | 1,106 0,455 2,431 —~ ye 
28.VIII. 2609 470 240 | 1401 0,470 2,981 rete Ba nny 
29. V III. 2620 480 — | _— _ + 100 cm 13/9 iger 
30. VIII. | 2710 | 600 250 | 1,829 0,467 2,847 bag ey a 
31. VII. 2630 =: 560 310 | 1,319 0,484 | 3,025 eae 40 Gueuben 
1. IX.) 2699 520 250 | 1219 0,385 | 3,166 
2, IX. 2630 470 250 | 1,518 0,455 3,336 
3. IX.) 2720 570 370 | 2,182 | 0,518 | 4,213 |] zuckersNachperiode: 
4. IX. 2650 559 330 | 1,971 | 6,462 4,284 Futterung wie in 
5. IX.) 2649 | 490 830 | 2479 | 0485 5,111 | Zucker +Vorperiode 
6. IX.) 2650 580 300 | 1415 0,420 38,369 | 
7. IX. 2780 700 270 | 1,493 0,416 3,589 | 
8. IX. 2800 600 300 | 1,594 0,525 | 3,036 | piiechgetiede: 
9. IX. 2770 450 230 | 1,887 0,435 | 3,074 | Veupiciade 
10. IX. 2740 630 270 | 1,551 0,859 4,323 
Durchschnittswerte. 
Vakat-O N O:N 
Vorperiode: 7. bis 10. VIII... .. . ; 1,635 0,490 3,336 
Zucker -Vorperiode: 11. bis 18. VIII... . 1,749 0,408 4,286 
Hefe-Zucker-Hauptperiode. II. Teil: 
26. VIII. bis 1.1X.. . . 1,300 0,438 2,968 
Zucker-Nachperiode: 2. bis 6. IX. 1,913 0,468 4,087 
Nachperiode: 7. bis 10. TX. 1,494 0,434 3,442 
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Experimenteller Teil. 


Der Stickstoff wurde nach Kjeldahl, der Kohlenstoff nach der \; 
der Arbeit von Gomez (5) beschriebenen Methode und der Vakuat. 
Sauerstoff nach der Methode von Helmut Miiller (6) bestimmt. 
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I. Vitale Arbeits'eistung und Eiwei8hydratation. 
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EiweiB- 


Seite 


. 215 
. 215 
s 


218 


239 


. 241 


243 
245 


Vorgange, die Arbeitsleistungen tierischer Organe und Organismen 
erklaren sollen, miissen je nach der Art dieser Arbeitsleistungen be- 


1 Vgl. dazu Hans H. Weber, Ber. iib. d. ges. Physiol. 42, 595, 1927/28. 
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stimmte spezielle energetische Vorbedingungen erfiillen.  Allgeny\), 
aber miissen sie einen hohen Nutzeffekt (50 bis 100°.) mit grote; 
Kraft des Arbeit liefernden Vorganges (5 bis 12 Atm.) verbinden. Den) 
der Nutzeffekt gewisser Phasen der Muskelkontraktion wie der Her; 
aktion betrigt zwischen 50 und 100°, die absolute Muskelkraft wie 
die treibende Kraft bei der Sekretionsarbeit vieler Driisen erreic}; 
Werte von 5 bis 10 kg auf den Quadratzentimeter. 


Nach Untersuchungen an wasserarmen Gelen kann die Hydratat ion 
lyophiler Kolloide? Kriafte bis zu mehreren 100 Atm. entfalten, iy 
einem Nutzeffekt von etwa 100°, (Katz*). Man hat deshalb vielfac) 
Hydratationsarbeit als die Quelle vitaler Arbeitsleistungen angeseley 
Dazu kommt, daB sich Konzentrationsarbeit von sezernierenden Ober 
flachen verhaltnismaBig leicht als relative Wasserverschiebung dure) 
Hydratation auffassen laBt. Mit Hilfe geeignet ausgedachter Strukturen 
des hydratationsfahigen Kolloids gilt das gleiche aber auch fiir mecha 
nische Arbeit, wie z. B. fiir die Muskelkontraktion (O. v. Fiirth*). 


Doch kénnen vitale Arbeitsleistungen auf Grund dieser Tatsachen 
noch nicht durch Hydratationsvorgiange erklart werden. Eine weitere 
Voraussetzung muB vorher bewiesen werden. In den Quellungs 
experimenten werden namlich Hydratationsdrucke erheblichen Aus 
mafes nur dann beobachtet, wenn die vorher noch nicht abgesattigt: 
Affinitat des Kolloids zum Wasser abgesittigt wird, d.h. wenn einem 
trockenen oder wasserarmen lyophilen Kolloid neues Wasser zugefiilrt 
wird’. Die experimentell beobachtete Quellungsarbeit ist also Ver 
diinnungsarbeit. Ein Organ dagegen braucht nicht durch Wasserzuful 
von auben verdiinnt zu werden, um zu arbeiten. Im Sinne der Hydra 
tationshypothese ist vielmehr anzunehmen, da®B das ja reichlich in 
den Zellen und Organen vorhandene freie Wasser im Augenblick cer 
Arbeitsleistung in gesteigertem Mafe zur Hydratation herangezoger 
wird. Es miissen also beim Ubergang zur Arbeit die Hydratations- 
krafte des arbeitenden Kolloids um mehrere Atmospharen zunehmen 
bei der Riickkehr zum Ruhezustand wieder entsprechend abnehmen 
Hydratationshypothesen der Organarbeit haben demnach momentane 
reversible Schwankungen der Hydratationskrafte, d.h. der Affinitat 


1 Als Hydratationsvorgang wird hier (nach dem Beispiel Wo. Pauli) 
die Wasseranlagerung an das einzelne Molekiil des hydratisierungsfahigen 
Stoffes bezeichnet, ein Vorgang also, der auf Affinitaét zwischen Geldstem 
und Wasser, d. h. auf potentieller Energie beruht. Quellung soll allgem«in 
dagegen eine Wasseraufnahme eines Gels (bzw. einer Zelle oder eines Gewe! s) 
bedeuten, auch wenn sie osmotisch, d. h. durch kinetische Energie bedingt is. 

* Vgl. z. B. Freundlich, Kepillarchemie, 8. 931ff. Leipzig 1923. 

* O. v. Firth, Ergebn. d. Physiol. 17, 363, 1919. 

‘ Vgl. z. B. Freundlich, Kapillarchemie. Leipzig 1923. 
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des Kolloids zum Wasser im Betrage von mehreren Atmospharen 
zur Voraussetzung. Sind solche Schwankungen nicht nachzuweisen, 
dann ist allen Versuchen, Organarbeit als Hydratationsarbeit zu er- 
klaren, der Boden entzogen. 


II. Ionisation und Wasseraufnahme von Eiwei8systemen. 


Nun soll nach Wo. Pauli! die Affinitaét von EiweiBkérpern zu 
Wasser sich tatsiichlich auBerordentlich aindern, und zwar beim Uber- 
gang des nicht ionisierten Proteins in den ionisierten Zustand. Die 
Quellung von ionisierten EiweiBgelen, die Viskositat und der osmotische 
Druck von ionisierten EiweiBlésungen ist viel héher als von isoelektri- 
schem EiweiB. Dies bedeutet, daB von ionisiertem Eiweif viel mehr 
Wasser aufgenommen wird als von elektroneutralem Protein®. Pauli 
erklart dies damit, daB die Affinitat des EiweiBions zum Wasser auber- 
ordentlich viel gréBer sei als die des EiweiSmolekiils, also mit einer 
gesteigerten Hydratation des EiweiBions. Doch ist dieser Schlub 
nicht beweiskraftig, da die angegebenen Unterschiede in der .,Wasser- 
bindung** durch Eiwei8 sich auch ganz ungezwungen — zum Teil 
quantitativ — osmotisch (entsprechend den Donnangesetzen) erkliren 
lassen*. Nur bei der Erklirung des Viskositétsvolumens muB die 
osmotische Theorie die Hilfshypothese heranziehen, daB auch in klaren 
EiweiBlésungen Micellen als osmotische Zellen in groBer Anzahl vor- 
handen seien*. Diese Annahme ist nicht unwahrscheinlich. Denn 
zweifellos andert sich die Viskositaét bei Ionisierung um so mehr, je 
micellenreicher die EiweiBlésung ist. Dies laBt sich zeigen: 


1. an Gelatinelésungen, deren Micellenreichtum man _ ceteris 
paribus regulieren kann (Jaques Loeb*); 


2. an Lésungen von kristallisiertem Eieralbumin, die als micellen- 
arm oder als micellenfrei anzusehen sind und infolgedessen in ihrer 
Viskositaét vom py nicht (Jaques Loeb*) oder verhiltnismiBig wenig 
(Wo. Pauli*) abhingen; 


' Wo. Pauli, Kolloidchem. d. EiweiBkérper. Dresden und Leipzig, 
Verlag Th. Steinkopf, 1920. 

* Auch der Viskositaétsunterschied ist in diesem Sinne zu werten, weil die 
Viskositaét unter geeigneten Umstanden ein ziemlich genaues Ma® fiir das 
relative Volumen der dispersen Phase ist. Haben in einer Lésung die EiweiB- 
teilchen ionisiert ein vielfach gréBeres Volumen als elektroneutral bei 
gleichem Gesamtvolumen der Lésung, so ist das nur durch eine Wasser- 
aufnahme oder Anlagerung seitens der Proteinteilchen zu erklaren. 

* Jaques Lceb, Die EiweiBkérper, 8S. 208ff. und 237ff. Berlin, Verlag 
Julius Springer, 1924; J. Marrack und L. F. Hewitt, Biochem. Journ. 21 
1129, 1927; P. Rona und H.H. Weber, diese Zeitschr. 208, 429, 1928. 

* Wo. Pauli und H. Wit, diese Zeitschr. 174, 308, und zwar 8S. 309, 1926. 
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3. an Lésungen von desaminierter Gelatine; diese verliert j\:; 


Fahigkeit, Aggregate zu bilden, recht weitgehend, und gleichzeitig 


wird die Viskositat bei Ionisierung durch Sauren ganz vom Ionisations 
grad unabhangig'. 


Trotzdem ist der Micellenreichtum klarer Eiweiblésungen | 
stritten und schwer beweisbar. Es ist also bisher unentschieden. 0}, 
es eine Abhangigkeit der EiweiBhydratation von der EiweiBionisatioy 
iiberhaupt gibt. Die Entscheidung hieriiber ist notwendig, weil kolloid. 
osmotische Wasseraufnahme den angegebenen energetischen Vo; 
bedingungen nicht entspricht. Die Entscheidung hieriiber ist méglich 
wenn man Methoden anwendet, die nur Hydratationsvorgange, dagegen 
keine osmotische Wasseraufnahme anzeigen. 


Solehe Methoden sind: 


1. die Bestimmung des Hydratationsvolumens von isoelektrischem 
EiweiB einerseits, ionisiertem EiweiB andererseits durch vergleichen: 
Bestimmung des nichtlésenden Raumes (N.L.R.); 


2. die Bestimmung der Anderung der Hydratationskriifte durch 
Messung der Volumenanderung des Gesamtsystems (Eiweif plus 
Wasser) bei der Ionisierung und Entionisierung; 


3. die Bestimmung der Anderung der Hydratationsenergie durch 
Messung der Tonisierungs- bzw. Entionisierungswarme. 


Til. Der ,,nichtlésende Raum als MaB des Hydratationsvolumens. 


Die GréBe des Hydratationsvolumens der Proteine ist unter be 
stimmten Umstianden eindeutig mit ihrem N.L.R. verkniipft. Der 
N.L.R. ist nach Polanyi? der Raum in einem wasserhaltigen Kolloid 
system, in dem sich ein zugesetztes Kristalloid nicht lésen kann. Der 
N.L.R. gestattet Riickschliisse auf die Hydratation des Kolloids im 
allgemeinen (vgl. dazu S. 219 f.) nur dann, wenn das Kristalloid sic 
gegeniiber dem Kolloid véllig indifferent verhalt, d.h. wenn es vor 
dem Kolloid weder gelést, noch adsorbiert, noch gebunden wird. In 
diesem Falle ist der N.L.R. bei Gegenwart eines unhydratisierten 


1 L. Blasel und J. Matula, diese Zeitschr. 58, 417, 1914. Auf de 
alkalischen Seite des isoelektristhen Panktes besteht allerdings eine deutlic!. 
Abhangigkeit der Viskositat vom py. Doch liegen da die Verhaltniss: 
iiberhaupt recht uniibersichtlich (l.c.). Insbesondere ist dort die Ab 
hangigkeit der Elastizitét (der aggregierenden Krafte) vom py _ bisher 
ganz unbekannt. DaB diese sehr kompliziert sein kann, zeigen die Unte: 
suchungen von H. Netter an nicht desamidierter Gelatine (Pfliigers Arc! 
210, 456, 1925). 

2 M. Polanyi, diese Zeitschr. 104, 237, 1920. 
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Kolloids gleich dessen Eigenvolumen, bei Anwesenheit eines hydra- 
tisierten Kolloids aber gréBer. Wird nimlich von dem Kolloid Wasser 
adsorbiert, das Kristalloid aber nicht, so wird die Adsorptionsschicht 
im die Kolloidteilchen herum wasserreicher und kristalloidirmer als 
die ibrige Lésung. Damit wird auch die Adsorptionsschicht mehr oder 
minder zum N.L.R., und so wird der N.L.R. um so gréBer, je starker 
das Wasser vom Kolloid adsorbiert wird. Doch ist der N.L.R. kein 
strenges, absolutes Ma8 der Hydratation des Kolloids, denn er wird in 
seiner GréBe auch durch die Affinitaét des Kristalloids zum Wasser 
beeinfluBt. Ist diese namlich sehr groB, so schleppen die vom Kolloid 
adsorbierten Wasserteilchen mehr Kristalloid in ihre Adsorptions- 
schicht mit hinein, als wenn das Kristalloid geringe Affinitat zum 
Wasser hat. Man kann auch umgekehrt formulieren: im ersten Falle 
wird das Kristalloid schwerer aus der Schicht adsorbierten Wassers 
herausgedrangt als im zweiten Falle. Infolgedessen ist ein genauer 
Vergleich der Hydratation verschiedener Kolloidsysteme mit Hilfe 
des N.L.R. nur dann méglich, wenn es sich in allen diesen Systemen 
um den N.L.R. fiir ein und dasselbe Kristalloid handelt. Beriicksichtigt 
man diese Tatsache, so ist der N.L.R. ein sehr einwandfreies relatives 
MaB fiir den Hydratationsvergleich, z. B. von Eiweibionen und Eiwei’- 
molekilen. 

Dies gilt nicht ohne weiteres, wenn das Kristalloid selbst vom 
Kolloid adsorbiert oder gebunden wird. Dann kann das Kristalloid 
durch die verschiedenen Kolloide (z. B. EiweiBionen einerseits, Eiweif- 
molekiile anderseits), deren Hydratation verglichen werden soll, in ver- 
schiedenem Umfang in die Adsorptionsschicht hereingebunden oder 
adsorbiert werden und damit der N.L.R. verschieden gro6 erscheinen, 
auch wenn die Hydratation gleich ist. Aber sogar wenn das nicht 
der Fall ist, wird eine starkere Adsorption oder Bindung des 
Kristalloids den EinfluB des Hydratationsgrades auf die GréiBe des 
N.L.R. volistandig verdecken. 

Nun sind Kristalloide, von denen sich véllige Indifferenz gegen- 
uber EiweiBkérpern ganz sicher behaupten ]a8t, unbekannt. Es lassen 
sich aber unter Umstainden auch mit adsorbierbaren Kristalloiden 
Messungen des N.L.R. ausfiihren, die genau dasselbe Resultat ergeben 
wie Messungen mit voéllig indifferenten Kristalloiden, und die infolge- 
dessen genau ebensogut fiir die Beurteilung der Eiweibhydratation 
verwendbar sind. Dies ist dann méglich, wenn das Protein 

1. nur wenig von dem betreffenden Kristalloid bindet und 

2. bereits in niedrig konzeatrierten Kristalloidlésungen mit dem 
Kristalloid vollstandig abgesittigt ist. 

Mit weiterer Steigerung der Kristalloidkonzentration nimmt dann 
die an sich geringe gebundene Menge nicht weiter zu und kann schlieBlich 
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gegeniiber der hohen in der Lésung verbleibenden Kristalloidkonze):r, 
tion vollstandig vernachlissigt werden. Mit welcher Kristal) iq 
konzentration dieser Zustand erreicht ist, ist aus einer Betracht ng 
des N.L.R. in seiner Abhingigkeit von der Kristalloidkonzentration zy 
ersehen. In Kristalloidlésungen niedriger Konzentration erseheint 
der N.L.R. kleiner, als er sich fiir ein indifferentes Kolloid stellen wiird 
weil eine verhiltnismaBig nennenswerte Menge des Kristalloids yon 
Kolloid gebunden wird, d.h. in die Hydratationsschicht hineingeh 
Indem mit steigender Kristalloidkonzentration die gebundene Meng 
immer mehr gegeniiber der frei bleibenden Kuristalloidkonzentration 
zuriickbleibt, wird dieser Fehler immer kleiner, der N.L.R. also immer 
groéBer. Wenn schlieBlich dieser Fehler unmeBbar klein geworden ist 
wird der N.L.R. mit weiterer Steigerung der Kristalloidkonzentration 
nicht mehr gréBer. Er hat dann den Betrag, den er bei allen Kon 
zentrationen gehabt hatte, wenn das Kristalloid iiberhaupt nich: 
adsorbierbar gewesen ware. 


Hydratationsvergleiche mit Hilfe schwach adsorbierbarer Kristal 
ide sind also genau so einwandfrei wie mit vollig indifferenten Stoffen 
falls nur der N.L.R. fiir so hohe Kristalloidkonzentrationen gemesse: 
wird, daB seine GréBe konzentrationsunabhingig ist. 


Die Bestimmung des N.L.R. fiir Glucose in elektroneutralen uni 
in ionisierten Albumin- und Globulinlésungen nach der Methode de: 
Gleichgewichtsdialyse zeigt, daB der N.L.R. fiir Glucosekonzentration«: 





10 i | oa 
>| > j aor 
JE | a 
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iS f 
j2 4 8 15 20% Glukose = 30 
Abb. 1. 


Die Abhangigkeit des .nichtlésenden Raumes* von der Glucosekonzentration 1. bei isoelek 
trischer Reaktion (Py 5.3) x x; 2. am Viskosititsmaximum (Py 2,7) 4 4 nach Messungen 
an 6,9°/,iger Albuminlésung. 


oberhalb 15°, vollstandig konzentrationsunabhangig ist (vgl. Abb. | 
und Tabelle I). Die geringe Glucosebindung, die aus der Abnahme des 
N.L.R. in niedriger konzentrierten Glucoselésungen ersichtlich ist 
ist aber auBerdem noch fiir EiweiBionen und -molekiile vollkommen 
gleich, wie aus der vollstandigen Ubereinstimmung der N.L.R.-Kurve' 
(fiir ionisiertes und elektroneutrales Albumin) auch bei niedrigen 
Glucosekonzentrationen hervorgeht (Abb. 1). Die Bestimmung de: 
N.L.R. fiir Glucose gibt also ein véllig einwandfreies MaB fiir den Ver 
gleich der Hydratation von Eiweifionen und Eiweifmolekiilen. 
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IV. Die Abhingigkeit des Hydratationsvolumens von der Eiwei8ionisation. 


MiBt man die Abhangigkeit des N.L.R. vom Normalitatsgrad 
des EiweiBkérpers (vom pq der Lésung) nach dem Verfahren der Gleich- 
gewichtsdialyse, so kann an die Dialysierhiilse ein Manometer zur 
Bestimmung des osmotischen Druckes der Eiweibliésungen angeschlossen 
werden. Der osmotische Druck wird so unter genau denselben Be- 
dingungen (z. B. bei dem hohen Zuckergehalt!) gemessen, unter denen 
auch der N.L.R. bestimmt wird. Stellt man am Anfang jeden 
Versuches auBerdem die wahre Viskositét fest (unter AusschluB der 
Strukturviskositaét oder FlieBelastizitét, so erhalt man auch diese 
GriBe in Abhangigkeit vom py unter streng vergleichbaren Be- 
dingungen. Es wird also in derselben Versuchsreihe bei variierter 
|H} verglichen: 

1. das Wasseranziehungsvermégen der ganzen Eiweiblésung 
osmotischer Druck); 


2. die gesamte Wasseraufnahme durch die einzelnen Eiweib- 
teilchen (bzw. die wahre Viskositit) ; 

3. der Teil der Wasseranlagerung, der auf Hydratation beruht 
bzw. der N.L.R.). 


Hierbei ergibt sich fiir Serumalbumin die bekannte auBerordentlich 
grobe Abhangigkeit des osmotischen Druckes und der Viskositat vom pg 


ee ee oe 
Abb. 2. ‘on 
Osmotischer Druck und relative Viskositit von 6,9°/,iger Albuminlésung. 


(Abb. 2). Wie stark die Wasseraufnahme durch die einzelnen Eiweib- 
teilchen von der Eiweibionisation abhangt, wird noch deutlicher, wenn 
man aus der Viskositaét das Volumen errechnet, das 1 g Albumin in 
Lisung einnimmt. Dies fiihrt mit Hilfe der rationellen Formel von 
Einstein dann zu recht einwandfreien Ergebnissen, wenn das Volumen 
der dispersen Phase 12°, des Gesamtvolumens der Lisung nicht tiber- 
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schreitet'. Aus der wahren Viskositét derselben Albuminlésung 
in zehnfacher Verdiinnung, ergibt sich so, daB das Volumen der 
persen Phase fiir 1 g Albumin mit der Ionisation auf beinahe das Z+ |); 


fache wiichst (von etwa 2,0 ccm des isoelektrischen Gramm Albumin. 


bis zu etwa 15 ccm am Viskositétsmaximum) (s. Abb. 3). Der Gesam 
wassergehalt der Albuminteilchen ist also vom py auferordentlich w/ 
hangig. 

Der durch Hydratation bedingte Wassergehalt ist dagegen kleine: 
und vollstdindig unabhiingig vom Ionisationsgrad des Albumins. Den 
der N.L.R. bei Anwesenheit von 1 g Albumin betragt bei jedem py | con 
fiir das Gramm Albumin (bei Gegenwart von 15 bis 30°, Glucos 
s. Abb. 3). Die auBerordentliche Zunahme im Gesamtwassergehalt (+: 


7) 
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Abb. 3. 
Viskosititsvolumen, nichtlésender Raum und Eigenvolumen eines G Ser Ib c 


Kubikzentimeter. x——»x 15 9/», + + 20 %J5, AA 30 °/) Glucose. 


Albuminteilchen mit der lonisierung mu8 demnach osmotisch durc! 
micellare Donnangleichgewichte erklart werden (Jaques Loeb?). Da 
das Eigenvolumen von | g Albumin (spezifische Gewicht 1,38*) nw 
0,72 cem betragt, muB dieser EiweiBkérper in gewissem — aber ioni 
sationsunabhangigem — Umfang hydratisiert sein. 


Genau wie bei dem lyophilen Albumin mit seiner groBen Abhangig 
keit des Viskositaétsvolumens vom py andert sich auch bei dem lyophober 


1 Jaques Loeb, a. a. O., 8. 214; s. auch H. H. Weber, diese Zeitschr. 


. 189, 432, 1927. 
2 Jaques Loeb, a.a.O., 8. 208 ff. 
* Chick und Martin, Biochem. Journ. 7, 92, 1913; s. ferner experi 
menteller Teil, C. 8S. 246. 
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Globulin, bei dem diese Abhangigkeit infolge des depressorischen 
Einflusses von 0,9 °,, NaCl fehlt, der N.L.R. nicht mit dem Tonisations- 
grad. 
Tabelle I. 
Nichtlésender Raum in Kubikzentimetern fiir 1g Globulin in 5,35 °ciger 
Lésung. 





Bei Py In 20 °'9 Glucose In 30°) Glucose 


6,0 1,45 1,35 
1,40 1.24 
1,38 1,29 

1,19 


Er betrigt etwa 1,3 ccm auf das Gramm Globulin in 0,9°,, NaCl. 
DaB er bei diesem sogenannten lyophoben EiweiSkérper gréBer ist als 
beim Albumin, spricht dafiir, daB die geringere Léslichkeit des 
Globulins gar nicht auf einer geringeren Affinitét zum Wasser, 
sondern auf einer héheren Affinitat der Globulinteilchen zueinander 
beruht (vgl. dazu 8S. 238). 


Der N.L.R. scheint fiir alle EiweiBkérper von derselben GréBen- 
ordnung zu sein. Fiir die Verteilung von Glucose bei Gegenwart von 
SerumeiweiBkérpern wurde er hier zu lecem (Albumin) bis 1,3 cem 
(Globulin) fiir das Gramm Eiwei8 bestimmt. Fiir die Verteilung von 
Elektrolyten ergibt sich fiir schwach alkalisches Serum nach Hecht 
derselbe Wert!. Auch die Wanderungsgeschwindigkeit kristalloider 
Elektrolyte in Serum und in Caseinlésungen wird so beeinfluBt, als 
wenn der N.L.R. pro Gramm Eiwei® etwas tiber | ccm betrigt (Polanyi*). 
Ebenso wird der Gefrierpunkt von Salzlésungen durch Casein um einen 
Betrag herabgesetzt, aus dem sich ein N.L.R. von etwa 1 cem fiir das 
Gramm Casein errechnet, wie Rosemann in den wohl iiberhaupt 
frihesten Untersuchungen itiber den N.L.R. feststellte*. Fiir die 
Léslichkeit inerter Gase findet Stoddard bei atherextrahierten Serum- 
eiweiBkérpern 0,75 cem auf das Gramm‘. Auch dieser Wert ist innerhalb 
..physiologischer py-Grenzen‘ (py-Werte sind nicht angegeben) konstant. 
In Zellen und Geweben ist der N.L.R. anscheinend gréBer. Er betragt 
etwa 2ccm auf das Gramm kolloidaler Zellsubstanzen®_ Von einem 
OrganeiweiBkérper, dem Myogen des Muskels, kennen wir auch die 


1 G@. Hecht, diese Zeitschr. 165, 214, 1925. 

? M. Polanyi, ebendaselbst 104, 250, 1920. 
Rosemann, Verhandl. d. Ges. d. Naturforsch. u. Arzte. Karlsbad 1903. 
I. L. Stoddard, Journ. of biol. Chem. 71, 629, 1927. 
Vgl. z. B. H. Netter, Protoplasma 2, 554, 1927. 
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GréBe des N.L.R. bei vollstandiger lonisierung, und zwar des N_L 
fiir H’. Er betrigt 2,5 ccm fiir das Gramm Myogen zwischen py 1 und 2* 


Der N.L.R. scheint also ganz allgemein klein und vom py wn. 
abhangig zu sein. MiBt man ihn, statt iiber ihn zu spekulieren, so fallen 
alle Hypothesen in sich zusammen, die mit hoher Hydratation cer 
EiweiBkérper die Ungiiltigkeit der klassischen Lésungsgesetze in 
eiweiBbhaltigen Systemen begriinden wollen'. 


V. Die Anderungen des Gesamtvolumens bei der Mischung von Ampholyten 
mit Siiuren bzw. Basen als Ma8 der Hydratationskrifte. 


Wasserige Lésungen hydratationsfahiger Stoffe verhalten sich 
in ihrer thermischen Ausdehnung und in ihrer Kompressibilitat wie 
reines Wasser unter erhédhtem Druck (7'amman*). Und so gibt die 
Erhéhung des ,,inneren Druckes*“ ein Mai der Hydratationskrafte in 
mechanischen Einheiten (Atmospharen usw.). 


Diese Druckerhéhung in absolutem mechanischen MaB zu messen 
ist schwierig. Dagegen fiihrt die Kompression des Lésungsmittels 
infolge des erhéhten ,,inneren Druckes zu einer leicht mebbaren 
Volumenkontraktion, die unter Umstinden einen recht einwandfreien 
qualitativen Vergleich der Hydratationskrafte in verschiedenen Lésungen 
gestattet. Im allgemeinen wird angenommen, dab die Grébe der 
Volumenkontraktion bei der Entstehung einer bestimmten Lésung 
mit der GréBe der auftretenden Hydratationskrafte parallel geht** 
Dies ist nicht streng richtig, da die Volumenanderungen bei der Ent 
stehung einer bestimmten Lésung nicht allein von dem Betrag der 
Kompression des Lésungsmittels abhaingt® (vgl. dazu 8S. 226). Da- 
gegen hat sich diese Annahme erfahrungsgemaB als richtig er- 
wiesen, wenn die Hydratation stark ist. So ist die Reihenfolge 
der HydrationsgréBe anorganischer Ionen, die auf sehr vielen von 
einander unabhangigen Wegen bekannt geworden ist, dieselbe Reihen. 
folge, in der diese Ionen wachsende Volumenkontraktionen bei ihrer 
Auflésung hervorrufen*. Auch bei der Hydratation von Eiweibgelen 
geht die Volumendnderung der Hydratationsinderung parallel, wie 


* H. H. Weber, diese Zeitschr. 189, 431, 1927. 

1 R. Keller, ebendaselbst 195, 14, 1928. 

2 Tammann, Uber die Beziehungen zwischen den inneren Kraften un 
Eigenschaften der Lésungen. Hamburg und Leipzig, Verlag L. Voss, 1907. 

3 Vgl. z. B. K. Fajans, Naturw. 9, 729, 1921.; Wo. Pauli, Kolloidchem. 
d. Eiwei®kérper, 8.10. Dresden und Leipzig 1920.; Freundlich, a. a. 0., 
S. 983 ff. 

4 Fricke, Zeitschr. f. Elektrochem. 28, 161, 1922. 

5 Tammann, a.a.O., 8. 98 ff. 
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sie sich aus Quellungsdrucken und Hydratationswirmen ergibt'. In 
diesen Beispielen spiegelt sich die Zunahme des ,,inneren Druckes™, 
die durch die Hydratationskrafte in den betreffenden Systemen bewirkt 
wird, roh, aber im wesentlichen richtig, in der GréBe der Volumen- 
kontraktion wieder, weil bei starker Hydratation die Kompression des 
Lisungsmittels offenbar die anderen Faktoren bei weitem iibertrifft, 
die auBerdem Volumenanderungen bei der Herstellung der betreffenden 
Systeme bewirken. Man hat infolgedessen bei der Ionisation von 
EiweiBlésungen unbedingt eine betrachtliche Volumenkontraktion zu 
erwarten, falls man mit Wo. Paw annimmt, daB die Hydratations- 
steigerung bei der Eiwei®ionisierung sehr stark ist (wie das nétig ist, 
um den Viskositétszuwachs durch Hydratationszunahme zu erklaren, 
vgl. 8.221 f.). Bleibt diese Volumenkontraktion aus, so bedeutet das 
ein gewichtiges Gegenargument gegen die Pawlische Theorie. 

Wenn aber die Volumenanderung bei der Ionisierung von wasserigen 
EiweiBsystemen nur klein ist, ist ihre exakte Deutung als Hydratations- 
inderung nicht ohne weiteres méglich. Denn in diesem Falle ist die 
Anderung des ,,inneren Druckes‘‘ (der Hydratationskrafte) bei dem 
lonisierungsvorgang so klein, daB auch die anderen das Lésungs- 
volumen bestimmenden Faktoren von wesentlichem EinfluB auf die 
Volumenanderungen sind. Die genaue GréBe dieser Faktoren ist aber 
zurzeit nicht recht iibersehbar. (Eine klare formale Behandlung findet 
sich in der ausgezeichneten Darstellung von Tamman*, physikalische 
Interpretationsversuche bei Richards* und Stoddard*.) Dab eine gering- 
fiigige Anderung des ,,inneren Druckes“ sich in der Volumeninderung 
nicht mehr treu wiederspiegelt, wird bei der Lésung vieler organischer 
Stoffe in Wasser oder organischen Lésungsmitteln sichtbar® °, 

Trotzdem ist die quantitative Bestimmung der Volumeninderung, 
die durch die Ionisierung von 1 g oder einem Normalaquivalent Eiweil 
in wasseriger Lisung bewirkt wird, auch dann von Wert, wenn diese 
Volumendnderung nur klein ist. Ihre Kenntnis gestattet namlich — 
mittelbar — durch Vergleich mit Volumenanderungen bei verwandten 
chemischen Reaktionen mit iibersehbaren Hydratationsainderungen 
doch recht eindeutige Aussagen iiber die Abhangigkeit der Hydratations- 
kriifte von der EiweiBionisation (s. 8.235 und 237 f.). 

Die Ionisierung elektroneutralen Proteins ist technisch nur méglich 
durch Mischung mit Saiure bzw. Lauge. Nun bewirkt schon die Mischung 


1 R. Katz, Kolloidchem. Beih. 9, 70ff., 1917; zitiert nach Freundlich, 
a.a. O. 
2 Tammann, a. a. O. 
8’ T. W. Richards, Journ. Amer. Chem. Soc. 1925, 8. 731. 
* Stoddard, a. a. O. 
5 G. Schmidt, Zeitschr. f. physik. Chem. 121, 221, 1926. 
Biochemische Zeitschrift Band 204. 
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an sich eine Volumenanderung, die also grundsiitzlich ebenso bei « ye 
Mischung mit irgendwelchen Salzlisungen auftreten wiirde. — [jes 
Volumenanderung setzt sich aus zwei Komponenten zusammen: 


1. Haben zwei beliebige Lésungen nicht den gleichen , innerey 
Druck“, so stellt sich im Gemisch ein neuer ,,innerer Druck“ ein. de; 
zwischen den Drucken der beiden Ausgangslisungen liegt. Lies, 
Anderung des ,,inneren Druckes* wirkt immer im Sinne einer Volumen 
kontraktion! bei der Mischung (4 vy). 

2. Sind auch bei der Mischung von Fliissigkeiten gleichen | innerey 
Druckes** Volumenanderungen zu erwarten (4 Zv)*, da sogar bei de: 
Mischung von Gasen, die unter genau gleichem Druck stehen, Volumen 
anderungen auftreten, die mit steigendem Gasdruck stark zunehmen? 
Diese Volumenanderungen stellen Abweichungen vom Dalton sche 
Summationsgesetz dar. Die Gré®e A Lv ist anscheinend physikalise) 
nicht abschlieBend interpretiert®. Sie soll deshalb als _,,anormak 
Volumenanderung“ bezeichnet werden. Diese ,,anormale Volumen 
anderung* ist meist eine Volumendilatation, doch kann sie auch als 
Volumenkontraktion auftreten (vgl. Tammann, a. a. O., 8. 98ff., und 
diese Mitteilung 8S. 230). Die Mischung als solche bewirkt also bereits 
eine Volumenanderung 

4v= 4vy+ dazu. 


Bezeichnet man die Volumenanderung, die durch die eigentliche 
chemische Ionisierungsreaktion — im Gefolge der Mischung — hervor. 
gerufen wird, mit Av,;, so ist die gesamte beobachtbare Volumen 
iainderung bei der Mischung von Eiweifkérpern und Aminosauren mit 
Saure oder Lauge 

40 = 4y,+4vy+ dz. (1) 


Die beobachtbare Volumenanderung gibt also nur dann die Volumen 
anderung durch die eigentliche Ionisierungsreaktion (4 v,) an, wenn 
die Summe der Volumenanderungen, die den Mischungsvorgang als 
solchen begleiten (Avy + AZ v), vernachlassigt werden kann.  Aus- 
schlieBlich diese Volumenanderung (A 1) ist aber eine physiko-chemische 
Konstante, die unabhangig ist von den technischen Besonderheiten des 
betreffenden Versuches. Nur sie gestattet infolgedessen die angegebenen 


* Tammann, a.a.O., 8. 98ff. 

' Die exakte Begriindung s. Tammann, a. a. O., 8.102. Man kann 
diese Tatsache aber auch an geliufige Vorstellungen anschlieBen, wenn 
man bedenkt, daB in solchem Falle die Lésung mit dem héheren ,,inneren 
Druck“ (die im Hinblick auf die Hydratation konzentriertere Lésung) 
durch die andere Lésung beim Mischen ,,verdiinnt“: wird. 

2 Tammann, a.a.O., S. 98 ff. 

8’ Doch vgl. dazu Stoddard und Richards, a. a. O. 
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allzemeinen Riickschliisse. Wann die Summe Avy — AZLv bei der 
Mischung von Ampholyten mit Sauren oder Basen vernachlissigt 
werden kann, ist nur festzustellen, indem durch Mischung von Léisungen, 
die chemisch nicht miteinander reagieren, allgemeine Bedingungen 
ermittelt werden, unter denen Mischungsvorginge ohne nachweisliche 
Volumenanderungen verlaufen. Die Ubertragung der so gewonnenen 
Resultate auf die Saure- oder Basenmischung mit EiweiB gewinnt 
dann sehr an Sicherheit, wenn unter den betreffenden Bedingungen 
nicht nur die Summe der Volumeninderungen bei der Mischung 
(Avy +- AZv) ungefahr Null ist, sondern auch anzunehmen ist, dab 
die beiden Komponenten dieser Volumenanderung einzeln (A vy einer- 
seits, AD v andererseits) Null oder nahezu Null sind. 


Wie groB die oben definierte Volumeninderung AZ v bei der 
Mischung zweier Lésungen ist, ist unbekannt. Av wird aber isoliert 
meBbar, wenn man zwei Léisungen gleichen ,,inneren Druckes* mischt, 
die nicht chemisch miteinander reagieren. Denn in diesem Falle wird 
die andere Komponente der Volumenanderung (Avy), die auf der 
Anderung des ,,inneren Druckes‘* bei der Mischung beruht, Null. Nun 
ist es aber weiter fiir die meisten und besonders fiir Aminosiure- und 
EiweiBlésungen unbekannt, bei welchen Konzentrationen der ,,innere 
Druck** der beiden Lésungen, die gemischt werden sollen, gleich ist. 
Doch kann dies mit einer fiir den vorliegenden Zweck geniigenden 
Genauigkeit in derselben Versuchsreihe festgestellt werden, in der die 
GréBe von ALv gemessen wird. 


Hierzu ist eine Lésung A von konstanter Konzentration zu mischen 
mit verschiedenen Lisungen eines Stoffes B von steigender Kon- 
zentration. Dann ist bei einer bestimmten, zunachst unbekannten 
Konzentration von B der innere Druck der Lésungen A und B gleich, 
bei allen anderen Konzentrationen von B ungleich. Wann der ,,innere 
Druck** von A und B gleich ist, ist aus den Volumeninderungen zu 
ersehen, die bei der Mischung von A und B auftreten. 


‘alls die GréBe Av Null ist, was — als der einfachste Fall 
zunachst betrachtet werden soll, sind diese Volumenanderungen allein 
durch die etwaigen Anderungen des ,,inneren Druckes* bei der Mischung 
bestimmt (4 v = Avy). Durch diese Druckainderungen wird das Volumen 
um so mehr verkleinert, je verschiedener der ,,innere Druck** der beiden 
Ausgangslésungen ist (s. 8.226). Infolgedessen steigt das Volumen 
der Mischung mit steigender Konzentration der Lésung B, bis der 
,innere Druck“ von A und B gleich ist, dann fallt es wieder. Der Scheitel- 
punkt der Volumenkurve gibt somit die Konzentration der Lisung B 
an, bei der ihr ,,innerer Druck’ dem der Lésung A gleich ist. Da bei 
Mischung zweier Lésungen von gleichem  .,inneren Druck’ keine 


15* 
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Volumenanderung eintritt, falls Av Null ist, bleibt das Volumen 
der Mischung an diesem Scheitelpunkt = 1, wenn das Gesamtvoluren 
der beiden Ausgangslésungen = 1 gesetzt wird (vgl. Abb. 4, Kurve 
2mol. Glykokoll + NaCl). 

Abweichungen von diesem Typus der Volumenkurve beweisen, 
daB die Volumenanderungen nicht allein von den etwaigen Anderunyen 
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Abb, 4. 
Volumeninderungen bei Mischung von 2mol. Glykokoll, 2mol. NH,SCH und I mol. Na,SO, mit 
verschiedenen Elektrolytlésungen steigender Konzentration. 
Vv : ; ‘ 
Ordinate: Relatives Volumen = Velenen noch ox ieshung 
Volumen vor der Mischung 


Abszisse: Molaritaét der zugemischten Elektrolytlésung. 


des ,,inneren“ Druckes bei der Mischung abhangen, und zeigen damit, 
daB in dem betreffenden Falle Av einen endlichen Wert hat. Ist 
dieser Wert positiv, wird also die Mischung der betreffenden Lésungen 
von einer ,,anormalen‘** Volumendilatation begleitet, so wird hierdurch 
die ,normale‘* Volumenkurve gehoben, und ihr Scheitelpunkt liegt 
nicht mehr bei dem relativen Volumen 1, sondern bei einem gréberen 
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relativen Volumen (vgl. Abb. 4, Kurve 1 mol. Na,SO,+ HCl). Hat 
Adv dagegen einen negativen Wert (,,anormale Volumenkontraktion"*), 
so erreicht die Volumenkurve der Mischung auch in ihrem Scheitel- 
punkt den relativen Wert 1 nicht mehr (vgl. Abb. 4, Kurve 2 mol. Gly- 
kokoll +- NaNO,). Und so gibt der Betrag, um den das Volumen der 
Mischung am Scheitelpunkt der Volumenkurve den Wert 1 iiber- 





1000 | s 


anescw 











Volumeninderungen bei Mischung von I mol. Glykokoll, m/2 NH,SCH und m/20 Na,SO, mit 
verschiedenen Elektrolytiésungen. Sonst wie Abb. 4. 


oder unterschreitet, die GréBe von ALr fiir die Mischung der be- 
treffenden Lésungen bei gleichem ,,inneren Druck wenigstens in 
erster Anniherung wieder!. Diese Annaherung geniigt, um festzustellen : 


1 Genau wiirde das angegebene MaB nur gelten, wenn auch bei endlicher 
GréBe von 4Zv die Volumenkurve ihren Scheitelpunkt bei der Mischung 
zweier Lésungen von gleichem ,,inneren Druck“‘ besiBe. Das wiire aber 
nur der Fall, wenn die ganze Volumenkurve durch das Glied 42v gleich- 
maiBig gehoben bzw. gesenkt wiirde. Nun besitzt 4 v aber sicher einen 
Gang mit steigender Konzentration der Lésung B. Und so wird die Volumen- 
kurve auBerdem durch 4 Jv deformiert. Thr Scheitelpunkt entspricht dann 
nicht mehr genau der Mischung zweier Lésungen von gleichem ,,inneren 
Druck“. 








230 H. H. Weber u. D. Nachmannsohn: 


1. Unter welchen Bedingungen der Mischung wird AZv sehr k\«iy 
bzw. Null? 


2. Sind diese Bedingungen bei der Mischung von Aminosiuren und 
EiweiB mit Sauren oder Laugen zum Zwecke der Ionisierung gegeben 


Dazu zeigt Abb 4*: Mischt man bestimmte konzentrierte Lésunyen 
(1 mol. (Na), SO,, 2 mol. NH,SCN, 2 mol. Glykokoll) mit verschiedenen 
Lésungen starker Elektrolyte, so tritt im allgemeinen am Scheitelpunkt 
der Volumenkurve ,,abnorme Volumendilatation auf, AD v hat also 
ein positives Vorzeichen. Die Volumendilatation kann sehr betrichtlich 
sein, sie erreicht in der Kombination Na, SO,-H Cl etwa 1 °,, des Volumens 
vor der Mischung. Nur in wenigen Kombinationen liegt der Scheite! 
punkt der Volumenkurve sehr nahe bei dem relativen Voluemn |. ist 
also der Wert Av sehr klein (z. B. Na,SO,+ NaOH, NH,SCN 
+- NaNO,, Glykokoll + NaCl). Nur in einer einzigen Kombination 
(Glykokoll + NaNO,) liegt der Scheitelpunkt der Volumenkurve bei 
einem Werte ein wenig kleiner als 1, woraus ein negatives Vorzeichen 
von Av zu folgern ist. 


Der Vergleich von Abb. 4 und 5 zeigt, dab Av sehr viel kleiner 
wird, wenn die Konzentrationen der Lésungen, die gemischt werden 
niedriger sind (in Abb. 5 und den folgenden Abbildungen ist der Ordi 
natenmaBstab gegeniiber Abb. 4 verdoppelt!). Wird m/2 (statt 2 mol 
NH,SCN, m/20 (statt 1 mol.) Na,SO, und 1 mol. Glykokoll (statt 
2 mol.) mit denselben Elektrolytlésungen gemischt, so liegen die Scheitel- 
punkte der Volumenkurven nahe oder ganz bei dem relativen Volumen | 
Abb. 5 zeigt ferner, daB die Konzentrationsgrenze, von der an eine 
Lésung bei Zumischung beliebiger anderer Lésungen eine deutliche 
GréBe von Av nicht mehr erkennen lat, sehr verschieden ist. Fiir 
Na, SO, ist sie bei m/20 noch nicht erreicht, wie die Mischung mit 
HCl zeigt. Dagegen ist sie fiir NH,SCN bereits bei der Konzentration 
m/2 erreicht oder tiberschritten. Dasselbe gilt fiir Glykokoll sogar 
bei einer Konzentration von 1 mol. Nur bei der Mischung mit NH,S(\ 
ist noch ein geringer positiver Wert von Av deutlich erkennbar. 


Aus Abb. 6 geht hervor, daB bei Ausschlu8B chemischer Reaktione 
ganz allgemein die Mischung wisseriger Lisungen von organischen 
Molekiilen in der Konzentration 1 mol. mit beliebigen starken Elektro- 
lyten keine in Betracht kommenden Betrage von Av erkennen |abt 


Nur bei der Mischung mit NH,SCN ist, wie bei Glykokoll, so auch bei 


Glucose ein geringer positiver Wert von AZ v angedeutet. Die Volumen 


kurven der Mischung mit Saéuren oder Laugen liegen bei diesen Stoffen 


* Beziiglich der Volumenverhaltnisse bei allen folgenden Mischunss 
experimenten vgl. Experimenteller Teil, E, 8. 248. 
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»wisechen den Kurven der Salzmischungen. Infolgedessen kann man 
us dem Fehlen erkennbarer 4 v-Werte bei der Mischung mit mehreren 
salzen schlieBen, daB diese Werte auch bei der Mischung mit Sauren 
der Basen Null sind. Dies ist deshalb von Bedeutung, weil eine 
\ischung von elektroneutralem Eiwei8 oder Aminosiiuren mit Sauren 
oder Basen ohne gleichzeitiges Auftreten von chemischen (lonisations-) 
Reaktionen nicht miéglich ist. 
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Abb. 6. 


Volumeninderungen bei Mischung von 1 mol. Athylalkohol, 1 mol. Glucose, 1 mol. Glycerin mit ver- 
schiedenen Elektrolytilésungen. Sonst wie Abb. 4. In der untersten Kurvenschaar (1m C,H,OH) 
muB die Beschriftung der Kurve 4----- 4 NaOH und nicht NaCl heiben. 


Abb. 7 zeigt nun, daB ebenso wie bei | mol. Aminosaéure auch 
bei 15,5°igem Albumin die Mischung mit verschiedenen Salzen irgend- 
welche AXY'v-Werte nicht hervortreten la8t. Bei Albumin trifft dies 
sogar weitgehend auch fiir die Kombination mit NH,SCN zu. Dasselbe 
gilt auch fiir vollstindig ionisiertes Natriumalbuminat und -glykokollat. 
In diesem Falle kann man natiirlich auch eine Mischung mit Natron- 
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lauge vornehmen, ohne da eine chemische Reaktion eintritt, do dic 
Alkaliionisierung ja bereits vollstandig ist. Erwartungsgemal yer. 
laufen auch die Mischungskurven mit Natronlauge so, als wenn keine 
Volumeninderung entsprechend 42 v auftritt. Genau dasselbe ergi}t 
sich fiir die Mischung von vollstindig ionisiertem Glykokollchlorid mit 
Salzen und mit HCl. Die Mischung von Eiweifbchlorid mit H() war 
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Abb. 7. 


Volumeninderungen bei Mischung von 0,66mol. Glykokollchlorid in 0,32n HCI (pp = 0,49) mit 
HCl, 0,66mol. Glykokolichlorid in 0,07n HCl (pq = 1,15) mit NaCl und NH,SCN; von 
0,12mol. NasGlykokollat in 002n NaOH (poy = 1,7), von 7,8°%o'gem NarAlbuminat in 0.40 
NaOH (Poy = 0,4) und 15,5°/oigem Albumin mit verschiedenen Elektrolytlésungen 
Sonst wie Abb. 4. 


nicht auszufiihren, weil dabei Flockungen auftreten. Bei Mischung 
von Aminosauren bis zu molarer Konzentration und Proteinlésungen 
bis zu 15 °%, mit verdiinnten Séuren oder Basen kann also die GréBe 120 
vernachlassigt werden. 

Falls aber die Konzentration der zugemischten Elektrolytlésung 
m/2 nicht allzu sehr iiberschreitet, spielen auch Volumeninderungen 
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durch Anderungen des ,,inneren Druckes“ bei der Mischung (4 vy) 
keine wesentliche Rolle. Denn bis zu dieser Konzentration der zu- 
gemischten Elektrolytlésung treten (auBer bei der Mischung mit Na, 8 Q,) 
iberhaupt nur sehr kleine Volumendnderungen auf (relatives Volumen 
“ 1). Sie betragen nur etwa 0 bis 8°, der Volumeninderung, die bei 
der Ionisation der Ampholyte beobachtet wird. Es kann also mit 
Sicherheit die Summe der Volumenanderungen, die durch die Mischung 
als solche bedingt ist (Avy + 42v), vernachlissigt werden. Somit 
ist die bei der Mischung von elektroneutralen EiweiBkérpern und 
Aminosduren auftretende Volumeninderung unter den ermittelten 
Bedingungen (Abb.5 und 7) als eindeutige Folge der eigentlichen 
lonisationsreaktion anzusehen. Die Gleichung (1) 


4v= 4y4,4+-4vy+dZzv 
wird unter diesen Umstanden zu 
do = 4%. 


Av, aber ist in dem auf 8.225 angegebenen Umfang ein Ma’ der 
Anderung der Hydratationskrafte. 


VI. Die Abhingigkeit der Hydratationskrifte von der EiweiSionisation. 


Wird 1g trockenes, elektroneutrales Eiweif vollstandig hydra- 
tisiert, indem es bis zu unendlicher Verdiinnung in Wasser gelést wird, 
so tritt dabei eine Volumenkontraktion von etwa 0,05 ccm auf!. Ge- 
schieht dasselbe mit 1 g Na,CQ,, so betragt die Volumenkontraktion 
etwa 0,5ccem. Die Hydratationskrafte von elektroneutralem Eiweib 
scheinen demnach verhaltnismaBig klein. Nimmt man mit Wo. Pauli 
an, daB das Viskositatsvolumen der Proteine ein MaB des Hydratations- 
volumens sei, so miiBten die Hydratationskrafte von Hiweifionen eine 
ganze GréBenordnung hoéher sein als die von elektroneutralem Eiweif. 
Denn das Viskositaétsvolumen steigt mit der Ionisierung auf fast das 
Zehnfache (vgl. S. 222, Abb. 3). In diesem Falle miibte also die nach- 
trigliche Ionisierung von 1g gelisten EiweiBes zu einer weiteren 
Volumenkontraktion fiihren, die mehrfach gréBer ist als 0,05 ccm. 


Tatsachlich wird nun bei der Ionisierung von Albumin- wie von 
Globulinlésungen eine deutliche Volumendilatation beobachtet (Abb. 8). 
Sie betrigt bei vollstandiger Ionisierung eines Gramms Eiweil} durch 
HCl 10 bis 12cmm. Bei der vollstandigen Ionisierung durch Alkali 
scheint sie noch héher zu sein. Dies spricht gegen eine Steigerung der 
Hydratationskrifte bei der Tonisierung. Zu dem gleichen Schlub 


1 Svedberg, Journ. Amer. Chem. Soc. 46, 2673, 1924. 
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fiihren Beobachtungen von Svedberg! an Gelatine : die Auflésung trocke jer 
Gelatine in starken Siuren und Basen bewirkt naimlich eine gerin 
Volumenkontraktion als im Wasser. 

Die Berechnung der Volumenerweiterung bei der Bindung eines 
Mols H’ bzw. OH’ durch das Eiwei8, d. h. also der Volumenerweiterwiig 
die der Tonisierung eines Normalaquivalents saurer oder basischer 


cmm 


,— Se comp nengui 
NN ama a _=_ 
Eiavake’ .cthte 


7. 2 4. 47 2 SHE Fg 
Abb. 8. an 


Volumenerweiterung bei lonisierung eines Gramms isoelektrischen Albumins bzw. Globulins ir 
Abhangigkeit von Py nach der lonisierung. Albuminiésung 12,4° ig, Globulinlésung 9.9 


Eiweibvalenzen entspricht, ergibt: die Volumendilatation bei der 
Bildung von Alkalisalzen des Ampholyten ist 2'4- bis 3mal gréBer als 
bei der Bildung von Sauresalzen; aber bei der Bildung jedes dieser 
beiden. Salze ist die Volumenainderung bei der [onisierung der ersten 
wie der héchsten Valenzen des Proteins ganz gleich®. Dies geht aus 
dem Vergleich der py-Angaben und der Volumendilatation (bezogen 
auf das ionisierte Normalaquivalent) von Tabelle II hervor. 


Tabelle 11. 
Av in Kubikzentimetern bei Bindung eines Mols H’ durch 








12,4 °/, Albumin 9,9 °/4 Globulin m/3 Alanin m/5 Glykokoll 
Pu 4v Pu dv Pu 4v Pu 40 
0,81 + 75 2,18 + 85 1.88 + 80 1,79 + F323 
1,98 + 71 2,44 + 94 2.25 + 82 2,34 + 70 
3,12 + 73 2,58 + 89 

348 476) 332 + 92 ‘ 

— 3,98 + 93 - 
Bei Bindung eines Mols OH’ 

7,50 + 168 10,70 + 18.0 10,00 + 22.0 10.50 + 23.6 
10,22 + 182 — _ nt 


Diese vergleicht ferner die Volumenerweiterung bei der Lonisierwig 
eines Normalaiquivalents verschiedener Eiweibkérper und sehr ein- 


' Svedberg, a. a. O. 
2 Beziiglich der Einzelheiten der Berechnung vgl. Experimente!ler 
Teil unter E, Tabellen I und IT. 
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facher Aminoséiuren mit dem iiberraschend einfachen Ergebnis, dab 
sie fiir alle diese so verschiedenen Stoffe fast dieselbe ist. Sie betragt 
bei der Bildung eines Normalaquivalents Ampholytsiuresalz 7 bis 
gccm, bei der Bildung von Ampholytalkalisalz 16 bis 23 ccm. Es ist 
also die Volumenanderung charakteristisch fiir die reagierende Gruppe 
Amino- oder Carboxylgruppe), dagegen hangt sie nicht wesentlich 
vom Bau des Molekiils ab, an dem diese Gruppe sitzt. Auch diese 
grundsitzliche Gleichheit der Volumendnderung bei der I[onisierung 
hochmolekularer Proteine und einfachster Aminosiuren spricht aufs 
scharfste gegen die von Pauli angenommene Sonderstellung der Hydra- 
tationsfahigkeit von EiweiBionen. 

Die Volumenanderung ist unabhangig von der Art der zugesetzten 
verdiinnten Séiure bzw. Lauge (Tabelle III). Sie ist also fiir die Reaktion 
des Ampholyten mit H’ bzw. OH’ charakteristisch. 


Tabelle III. 


4v in Kubikzentimetern bei Bindung eines Mols H’ bzw. OH’ durch m/5 
Glykokoll. 





aus n/3 HCl 


n/5 HNO, n/,; NaOH 0.115n Ba(OH), 


+73 + 7,0 + 23,6 + 23,9 


Bei der Priifung, ob die Volumenanderungen infolge der Lonisierung 
bei der Entionisierung reversibel sind, ist folgendes zu beriicksichtigen : 
Die Ionisierung und nachfolgende Entionisierung eines Normal- 
iquivalents der vorliegenden Ampholyte fiihrt immer zur Bildung 
eines Mols Wasser entsprechend den Formulierungen: 


a) Ionisierung durch Sdure. 


1. Ionisierungsvorgang: Ampholyt + H = Ampholytkation’. 


2. Entionisierungsvorgang: Ampholytkation 4+- OH’ = Ampho- 
lyt = H, 0. 
6) Ionisierung durch Alkali. 
1. Ionisierungsvorgang: Ampholyt +- OH’ = Ampholytanion’ 
a H, 0. 


2. Entionisierungsvorgang: Ampholytanion’ + H,O + H 
Ampholyt + H, 0. 


Wenn die Volumenanderung, die durch die Ionisierung des Ampho- 
lyten bewirkt wird, bei der Entionisierung riickgingig gemacht wird. 
mu8 also am Schlu8 des Kreisprozesses genau die Volumenanderung 
auftreten, die der Bildung eines Mols Wasser aus H’ 4- OH’ entspricht 
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Diese Volumenanderung ist eine Dilatation und beruht quanti: tiy 
auf der Herabsetzung des ,,inneren Druckes‘ infolge des Verschwin: ons 
eines Mols H' und OH’ als Hydratationstriger’. Sie ist dement. 
sprechend verschieden, je nach dem Grade der Hydratation, den die 
H’ und OH’ vor ihrer Vereinigung besaBen, d. h. verschieden nach der 
Konzentration der angewandten Saure und Lauge. Bei unendlicher 
Verdiinnung betragt sie etwa 21 bis 22cem*. Wie Tabelle III zeigt 
sind Lésungen von HCl, HNO,, NaOH und Ba(OH), in diesem Sinne 
als unendlich verdiinnt anzusehen bereits bei einer Konzentration von 
n/5 bis n/20, auch bei Gegenwart von 0,9°%, NaCl. H,SO, erscheint 
dagegen selbst in einer Konzentration von n/50 noch nicht als unendlich 
verdiinnt*. Doch kommt man bei einer rohen Extrapolation auf die 
Konzentration Null zu demselben Werte der Volumendilatation, wie 
bei den anderen Sauren und Basen. Wird der Ionisierungskreisproze) 
also mit HCl und NaOH in Konzentrationen bis zu n/5 durchgefiibrt, 
so ist am SchluB eine Volumendilatation von 21 bis 22. cem durch 
Wasserbildung zu erwarten, falls der Teil der Volumeninderung, der 
auf der Zustandsinderung der Ampholyte infolge ihrer Ionisierung 
beruht, reversibel ist. Diese Volumenkontraktion von 21 bis 22 ccm 
wird nun innerhalb der Fehlerquellen der Methodik tatsichlich ge- 
funden (Tabelle V, vgl. dazu auch Experimenteller Teil, Tabelle I11) 


Tabelle IV. 
4v in Kubikzentimetern bei Bildung eines Mols H,O aus H + OH’, 





E 4v in com 
Saure Lauge Mol (H + OW) 

0.ln HNO, Olin NaOH + 21,0 
Oin HCl 024n , + 20,7 
0,033n , 0,033n , + 21,9 
0,02n , 0,02n , + 22.6 
0,10 HCl in 

0.9% NaCl 0,24n . + 21.0 
0,2n HCl 0,in Ba(OH), + 19,7 
oe 0,05n * + 21,4 
0,05n , 02n , + 20,7 
O1n HySO, 0,in NaOH + 13,3 
0,%n. , 0,in . + 15,5 
0,0383n , 0,0383n , + 15,8 
002n , 0,025n . + 16,9 


1 Dies ist durch Vergleich der Anderungen des ,,inneren Druckes“ und 
des Gesamtvolumens bei der Reaktion H’' + OH’ = H,0O streng bewiesen. 
Tammann, a.a.O., 8. 103ff. 

* Vgl. dazu auch Tammann, a. a. O., 8. 103 ff. 
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Tabelle V. 


Av in Kubikzentimetern durch Ionisierung und nachfolgende Entionisierung 
eines Normalaquivalents. 





12,4 %/o 9.9 “Ig 
Albumin Globulin 


m/3 Alanin in/5 Glykokoll 


Jonisierung durch HCl . ; - 8, - 8,1 
Entivnisierung d. NaOH i 14,2 
" 223 


Summe: / +- Soy 


lonisierung durch NaOH ’ + 22,0 
Entionisierung durch HCl ’ 0,8 


Summe: + 19, +. 21, +212 


Die damit bewiesene Reversibilitat ist fiir den KreisprozeB der 
Aminoséuren zu fordern. Denn nach solchem IonisierungskreisprozeB 
liegen die Aminosaéuren bestimmt wieder in derselben elektroneutralen 
Form vor wie am Anfang. Da diese geforderte Reversibilitat der 
Volumenanderung sich bei Aminosiuren experimentell bestiitigt, ist 
ein weiterer Beweis dafiir, daf die gemessenen Volumenianderungen 
tatsichlich ausschlieBlich durch Ionisierung und Entionisierung be- 
stimmt sind, ohne daB der Mischungsvorgang mit Saure und Lauge 
als solcher einen EinfluB darauf hat (vgl. dazu 8. 231 f.). 


Der gleiche SchluB ergibt sich aus der Reversibilitat der Volumen- 
anderung bei EiweiBionisation. Beim Globulin treten aber abweichend 
von den Verhialtnissen bei den Aminosaiuren mit Sicherheit wahrend 
des lIonisierungskreisprozesses intramolekulare Umlagerungen ein. 
Denn dieser EiweiSkérper flockt am SchluB des Kreisprozesses aus. 
Wenn trotzdem auch beim Globulin die Volumenanderung infolge der 
lonisierung durch die Entionisierung vollstandig wieder riickgingig 
gemacht wird, so spricht das dafiir, daB diese Flockung nicht auf einer 
Abnahme der Affinitiit des Globulins zum Wasser beruht. Andernfalls 
miiBte niamlich am SchluB des Kreisprozesses eine Volumendilatation 
iibrigbleiben (iiber die Volumendilatation hinaus, die durch die Bildung 
eines Mols Wasser bedingt ist). Dies ist nun nicht der Fall (Tabelle V). 
Daraus ist weiterhin zu schlieBen, daB die zur Flockung fiihrende 
intramolekulare Umlagerung auch das Eigenvolumen des Globulins 
nicht so stark dndert, daS das Gesamtvolumen des Systems dadurch 
beeinfluBt wird. 


Diese Tatsache scheint darauf hinzudeuten, daB Anderungen des 
Eigenvolumens iiberhaupt bei den beobachteten Volumenanderungen 
eine geringe oder keine Rolle spielen. Dab ferner die Volumenerweiterung 
bei dem ganzen IonisierungskreisprozeB sich quantitativ durch eine 
Hydratationsabnahme des Systems — infolge der Vereinigung von 
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H + OH’ zu H,O (vgl. 8S. 236) — erklart, spricht dafiir, daB aye) 
die Volumendilatation bei der Ionisierung im wesentlichen auf \} 
nahme der Hydratationskrafte infolge des Verschwindens von H’ |yy 
OH’ in der Reaktion mit dem Ampholyten beruht. Hierfiir laBt sic} 
auch anfiihren, daB die Volumendilatation bei der Alkaliionisiering 
bei der OH’ verschwinden, so viel gréBer ist als bei Saureionisiering 
bei der H’ gebunden werden. Denn allgemein wird angenommen, da\i 
die Hydratation des OH’ viel stirker ist, als die des H’. Es scheint 
also bei diesen Versuchen die Volumeniinderung tatsiichlich weit. 
gehend durch die Anderungen des ,.inneren Druckes‘* (der Hydratations 
krafte) bestimmt, wahrend die Bedeutung der iibrigen das Volumen 
beeinflussenden Faktoren anscheinend zuriicktritt. Erkennt man dies: 
Deutung an, so waren die Hydratationskrafte der Ampholyte bei de: 
lonisierung sogar als recht streng konstant anzunehmen (genau wir 
das Hydratationsvolumen, s. 8. 222 ff.), da sich die Anderungen des 
Gesamtvolumens befriedigend durch das Verschwinden der H bzw 
OH’ und ihrer Hydratationskrafte erkliren. 


Die Frage, warum das Globulin am SchluB des Kreisprozesses 
flockt, obwohl seine Affinitaét zum Wasser gar nicht abnimmt, diirfte 
sich dahin beantworten, da vermutlich die Affinitaét der einzelnen 
Globulinteilchen zueinander zunimmt!. Da8 die Eigenaffinitit von 
EiweiBteilchen, d.h. ihre strukturbildende Fahigkeit und Kohiasion 
vom [onisationsgrad und Elektrolytmilieu des Proteins auBerordentlich 
stark abhangt, ist durch die systematischen Untersuchungen von 
Netter? gezeigt. 


Zusammenfassend ist iiber die Abhingigkeit der Hydratations. 
krafte von der EiweiBionisation zu sagen: 

1. Die Hydratationskrafte nehmen mit der Ionisation sicher nicht 
betrachtlich zu. Denn in diesem Falle miiBte eine Volumenkontraktion 
statt der beobachteten Dilatation auftreten (vgl. 8. 225). 

2. Diese Dilatation ist fiir lyophile Kolloide (Albumin) mit ihrer 
auBerordentlichen Abhangigkeit der Viskositaét vom Lonisationsgrad, 
sowie fiir lyophobe Proteine (Globulin), bei denen diese Abhangigkeit 
infolge des Salzgehalts der Lésung ganz oder fast ganz fehlt, und bei 
einfachen Aminosduren fiir die ionisierte Valenz gleich. Damit wird 
diese Volumenanderung zu einer charakteristischen Begleiterscheinung 
der Dissoziation der einzelnen Amino- und Carboxylgruppen und 
volistindig unabhingig von dem kolloidalen Zustand des Trigers 


' In diesem Falle geniigt dann die an sich unveranderte Affinitat cer 
Globulinteilchen zum Wasser nicht mehr, um diese Teilchen gegen ihre 
hohe Affinitaét zueinander zu trennen. 

* H. Netter, Pfliigers Arch. 210, 450, 1925. 
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dieser Gruppen. Sie zeigt insbesondere keinerlei Beziehungen zu den 
Viskositatsanderungen der untersuchten Stoffe. Halt man sogar eine 
Aussage dariiber fiir verfriiht, ob die Hydratationskrafte von Ampholyt- 
jonen ein wenig gréBer oder kleiner sind als die von elektroneutralen 
Ampholyten, so steht doch folgendes fest. Die Volumenanderung ist 
fir die ionisierte Valenz von EjweiBkérpern und Aminosauren gleich. 
Da aber das Aquivalentgewicht von EiweiBkérpern etwa zehnmal 
so groB ist wie von einfachen Aminosduren, muB die Volumenanderung 
auf die Gewichtseinheit EiweiB zehnmal so klein sein wie auf die 
Gewichtseinheit Aminosiure. Und so diirfte auch die Anderung der 
Hydratationskrafte, die ja an dieser Volumenanderung auf jeden Fall 
beteiligt ist, auf das Gramm Protein viel kleiner sein als auf das Gramm 
Aminosaure. 

3. Erkennt man aber an, daB die Anderungen des Gesamtvolumens 
bei der Ionisierung allein durch Abnahme der Hydratationskrifte 
bedingt sind, dann mu8 man die Hydratationskrafte aller untersuchten 
Ampholyte sogar als recht streng konstant bei jedem Lonisierungsgrad 
annehmen, da sich dann die gesamten Volumeninderungen weit- 
gehend aus der Abnahme des inneren Druckes infolge des Verschwindens 
von H' und OH’ erklaren. 

Durch jede dieser drei Folgerungen ist die Hydratationstheorie 
von Wo. Pauwi beziiglich der Hydratationskrafte widerlegt. 


Vil. Die Abhingigkeit der Hydratationsenergie von der EiweiBionisation. 


Bei der Quellung verschiedenartiger, wasserarmer lyophiler Gele 
ist nach R. Katz! maximale Arbeit und Warmeténung innerhalb der 
Fehlergrenzen der Methodik gleich. Die Quellung solcher Gele beruht 
mit Sicherheit ganz oder iiberwiegend auf Hydratation. Falls sich 
also in einem Versuch allein die Hydratation lyophiler Kolloide andert, 
ist die Warmeténung dieses Prozesses ein quantitatives Ma der dabei 
in Freiheit gesetzten Hydratationsenergie. Bei der lonisierung von 
EiweiBkérpern andert sich nun nicht allein der Hydratationszustand 
der Proteine — falls er sich tiberhaupt andert —, sondern gleichzeitig 
treten die chemischen Umsetzungen auf, die zur Ionisierung fihren 
(vgl. die Ionisationsformel 8. 235). Die Ionisationswiirme?® ist also die 


1 Vgl. z. B. Freundlich, a. a. O., 8. 939. 

2 Mit lonisationswairme oder lonisierungswarme wird in dieser Arbeit 
die Warmeténung bezeichnet, die bei der Verwandlung einer bestimmten 
Menge von organischen Molekiilen (von isoelektrischen EiweiBkérpern und 
Aminosauren, von Amin- oder Carbonsiuremolekiilen) in die betreffenden 
lonen physikalisch gemessen wird. Die physikalisch gemessene Warme 
bei der Riickverwandlung dieser Ionen in Molekiile wird als Entionisierungs- 
wirme bezeichnet. (Bei Proteinen und Aminosauren ist diese Entionisierungs- 
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Summe der Wirmeténungen aus beiden Prozessen. Fiir ihre \ or. 
teilung auf die beiden Einzelvorginge sind folgende Méglichkeiten jn 
erster Linie in Betracht zu ziehen: 

1. Die gesamte Ionisierungswirme stammt aus der chemischen 
Ionisierungsreaktion; die Hydratationswirme ist Null. 

2. Die gesamte Ionisierungswirme stammt aus der Hydratations. 
anderung; die Warmeténung der chemischen Reaktion ist Null. 

3. Die Wairmeténung der chemischen Reaktion an sich ist negativ: 
die Hydratationswirme ist um einen unbekannten Betrag griBer als 
die Ionisierungswiirme. 

Von diesen drei Méglichkeiten spielt die dritte mit Sicherheit 
keine erhebliche Rolle. Denn gréBere negative Warmeténungen treten 
weder bei der lonisierung, noch bei der Entionisierung von Carboxy). 
und Aminogruppen auf (nach den Befunden an Carbonsaéuren und 
Aminen'). Eine betrachtliche negative Wirmeténung der eigentlichen 
chemischen Ionisierungsreaktion, die bei der Messung der Gesamt- 
ionisationswairme durch eine erheblichere positive Hydratationswirme 
verdeckt werden miiBte, ist also ebenso unméglich, wenn die Eiweif. 
ionisation auf einer Ionisierung von Carboxyl- oder Aminogruppen 
beruht (altere Anschauung), als wenn sie durch Entionisierung dieser 
Gruppen bedingt ist (Bjerrumsche Zwitterionentheorie?). 

Weitaus am wahrscheinlichsten ist die erste Méglichkeit, namlich 
die Annahme, daB die Ionisierungswairme der Proteine sich ganz oder 


wiarme also gleich der Warme, die O. Meyerhof als ,,umgekehrte Dissoziations- 
warme oder ebenfalls als Entionisierungswirme bezeichnet.) Die Ableitung 
der RechengréBe ,,Dissoziationswirme“ aus den angegebenen physikalischen 
WarmegréBen wird von den einzelnen Autoren verschieden vorgenommen, 
weil verschiedenartige Annahmen iiber die lIonenreaktionen gemacht 
werden, die zur Ionisierung fiihren (z. B. dariiber, ob die in jedem 
IonisierungskreisprozeB auftretende H,O-Bildung im Einzelfall bei der 
Tonisierung oder Entionisierung stattfindet). Hier kommt es nun nicht auf 
die thermochemische Charakterisierung der einzelnen Ionenreaktionen an, 
sondern nur auf die Trennung der Warmeténungen, die durch die eigent- 
lichen Ionenreaktionen einerseits, durch die begleitenden Hydratations- 
anderungen andererseits bedingt sind. Infolgedessen werden in dieser 
Arbeit nur die Begriffe der physikalisch gemessenen Ionisierungs- bzw. 
Entionisierungswirme gebraucht und bei EiweiSkérpern ihrer etwaigen 
Komponenten ,,Hydratationswirme“ und ,,Warme der eigentlichen chemi- 
schen Ionisierungsreaktion‘‘. 

1 Bei Entionisierung von Carbonséuren treten nur geringfiigige positive 
oder negative Warmeténungen auf, bei ihrer Tonisierung infolgedessen 
ungefaihr die ganze Bildungswairme des Wassers. Bei Entionisierung von 
Aminen tritt eine betriichtliche positive Warmeténung auf, bei ihrer 
Tonisierung eine positive Warmeténung vom Betrage der Differenz zwischen 
dieser Entionisierungswiairme und der Bildungswairme des Wassers. 


2 Vgl. dazu L. Ebert, Zeitschr. f. physik. Chem. 121, 385, 1926. 





Unabhangigkeit der EiweiBhydratation von der EiweiSionisation. 241 


ganz wiberwiegend allein aus der chemischen [onisierungsreaktion 
herleitet. Denn genau wie die Volumenanderung bei der Lonisierung 
is. 8. 234f.) sind auch die lonisierungswarmen von Aminosiuren denen 
von EjiweiBkérpern bei gleicher Zahl der ionisierten Valenzen fast 
gleich (Meyerhof'). Eine besonders erhebliche Hydratationszunahme 
bei der Ionisation der Aminosiuren ist aber — im Gegensatz zu den 
Verhaltnissen bei den EiweiBkérpern — noch nie angenommen worden. 
Diese Deutung der Ionisierungswarme der Proteine zwingt zu dem SchluB, 
dati keine Hydratationsenergie bei der EiweiBionisation frei wird. 


Nimmt man dagegen an, die Ionisationswarme stamme quantitativ 
aus einer Hydratationssteigerung bei der Ionisierung, so gilt folgender 
SchluB: Die Wiarme bei vollstiéndiger Hydratisierung von Eiweib- 
molekiilen (die integrale Hydratationswirme) betrigt nach R. Katz* 
etwa 35 cal fiir das Gramm EiweiB. Die Hydratation von Eiweibionen 
sollte nach Pauli vielfach gréBer sein als die von Eiweibmolekiilen. 
Bei vollstandiger Lonisierung von 1 g Eiweif ware demnach eine weitere 
Hydratationswirme von einem Vielfachen von 35 cal zu erwarten. 
Da aber nach Meyerhof* die Ionisationswarmen bei Saéure- und Alkali- 
ionisierung eines Normalaquivalents der Proteine (== etwa 1000 g) 
0 bis 1300 cal betragen, stellt sich der analoge Warmebetrag fir | g 
EiweiB auf 0 bis l cal. Der gréBte Zuwachs an Hydratationsenergie, 
der bei der Ionisierung von EiweiSkérpern zu erwarten ist, betriige 
demnach selbst bei Deutung der gesamten Ionisierungswairme als 
Hydratationswirme nur etwa 3°, der Hydratationsenergie, die bereits 
dem elektroneutralen EiweiB zukommt. 


VIII. SchluBbetrachtungen. 


Bestimmt man die Hydratationsinderung bei der Ionisierung von 
EiweiBkérpern auf den angegebenen Wegen, die in ihren Grundlagen 
weitgehend voneinander unabhangig sind, so ergeben sich nicht die 
geringsten Anhaltspunkte dafiir, daB eine Abhingigkeit der Eiweil- 
hydratation von der EiweiBionisation besteht. Hiermit ist allen Hydra- 
tationstheorien vitaler Arbeitsleistungen die entscheidende Grundlage 
entzogen (vgl. dazu S. 216f.). 


Gewisse, fiir Hydratationsiinderung bezeichnende Eigenschaften 
(Gesamtvolumen des Systems Kapitel VI und Energie Kapitel VII) 
indern sich auBerdem bei der Ionisierung eines Normaliquivalents 
fiir Aminoséiuren und EiweiSkérper in fast quantitativ gleicher Weise. 


1 O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 195, 22, 1922. 

2 R. Katz, zitiert nach Freundlich, Kapillarchemie. 

3 O. Meyerhoj, Pfliigers Arch. 195, 22, 1922; 204, 295, 1924. 
Biochemische Z-itschrift Band 204. 16 
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Damit schlieBen sich die Proteine auch in ihrer Affinitat zum Wasser 
aufs engste ihren einfachen chemischen Verwandten, den Amino 
siuren an. Ebenso, wie wir dank den grundlegenden Arbeiten \ 0» 
Wo. Pauli und Jaques Loeb bei Eiweibkérpern fiir die Hauptvateny 
reaktion des eigentlichen lonisierungsvorganges die Giiltigkeit de: 
Gesetze der Kristalloidchemie anerkennen miissen, miissen wir es 
jetzt auch fiir die begleitenden Nebenvalenzreaktionen = zwischen 
Lésungsmitteln und geléstem Stoff. Dies bedeutet eine wesentliche 
Vereinfachung unserer Anschauungen vom Wesen wasseriger Systeme 
DaB das so ist, ist insofern besonders bemerkenswert, als man mvist 
eine besondere Variabilitaét der Wasserbindung durch Proteine an 
genommen hat und gerade hierin eine besondere Eigentiimlichkeit 
des kolloidalen Zustandes zu sehen geneigt war. 


In Wirklichkeit aber diirfte die groBe BeeinfluBbarkeit der Wasser 
aufnahme von Proteinsystemen rein osmotisch (entsprechend den 
Donnangesetzen) zu erkliren sein. Die Grundlage fiir eine osmotische 
Wasseraufnahme ist in der eigenartigen Affinitat der EiweiBteilchen 
zueinander gegeben, die sie in noch héherem MaBe als die anorganischen 
Kolloide (Freundlichs Tixotropie) befahigt, auch bei grobem mittleren 
Abstand der einzelnen Teilchen Strukturen zu bilden und zu erhalten 
(Micellenbildung und FlieBelastizitat in EiweiBlésungen!', ferner leicht: 
Gelatinierung). DaB diese strukturbildende Kraft gerade bei Eiweil 
kérpern duBerst leicht beeinfluBbar ist (Netter*), diirfte ferner fiir dic 
auffallenden und leicht eintretenden Dispersitatsinderungen der 
EiweiBkérper mehr die Ursache sein als spezifische Anderungen der 
Wasserbindung. (Vgl. dazu S. 223 u. 238). Hiermit riickt ein Problem 
viel mehr als bisher — in den speziellen Arbeitskreis des Kolloid 
chemikers, das die Biologie seit langem beschaftigt, das Problem der 
Strukturbildung durch EiweiBkérper und ihrer BeeinfluBbarkeit. 


Die experimentelle Feststellung der weitgehenden Unabhangigkeit 
der EiweiBhydratation von der EiweiBionisation kénnte im Widerspruch 
mit der theoretisch wohl begriindeten (Elektrostriktion !) Erfahrungstatsache 
erscheinen, daB Ionen im allgemeinen starker hydratisiert sind als Molekiile. 
Dieser Widerspruch schwindet, wenn man bedenkt, da infolge des hohen 
Aquivalentgewichts der EiweiBkérper (etwa 1000) selbst bei maximaler 
Ionisierung die EiweiBmasse, die eine freie Ladung aufnimmt, sehr grob 
ist. Infolgedessen ist der an der ionisierten Valenz vielleicht auftretende 
Hydratationszuwachs nur ein sehr kleiner Bruchteil der von vornherein 
vorhandenen EiweiBhydratation. Doch la6t sich auch vélliges Fehlen jedes 
Hydratationszuwachses theoretisch begriinden, wenn man sich auf den 
Boden der Bjerrumschen Zwitterionentheorie stellt. Denn in diesem Fa!! 
wird die Zahl der Punkte im Molekiil, die durch ihre freie elektrische Ladung 


1 Vel. z. B. Freundlich, a. a. O., 8. 741 ff. und 748ff. 
2 H. Netter, a.a. O. 
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wasseranziehend wirken (Elektrostriktion), bei der Verwandlung = der 
elektroneutralen Ampholyte in Anionen oder Kationen nicht gréBer, sondern 
kleiner. Auf diese Verhdltnisse wird demniachst eingegangen werden'. 


IX. Zusammenfassung. 

1. Hydratationsvorgange lyophiler Kolloide entsprechen gewissen 
allgemein energetischen Vorbedingungen, die von Vorgangen erfiillt 
sein miissen, welche zur Erklarung vitaler Arbeitsleistungen heran- 
gezogen werden sollen. Sie kénnen dieser Erklirung aber nur dienen, 
falls die Hydratationskrafte unter den Bedingungen des lebenden 
Organismus momentanen reversiblen Anderungen von hohem Betrage 
unterliegen (etwa beim Chergang von der Ruhe zur Arbeit und um. 
gekehrt). Solche Verinderlichkeit der Hydratationskrafte glaubt man 
gefunden zu haben in der Abhangigkeit der EiweiBhydratation von 
der EiweiBionisation (Kap. I und II). 

2. Unter gewissen Umstinden gibt der Vergleich des nichtlésenden 
Raumes (N.L.R.) von ionisiertem und elektroneutralem Eiweif ein 
relatives Ma® fiir das Hydratationsvolumen dieser beiden Systeme 
Es ergibt sich, daB der N.L.R. vollstandig unabhangig vom lonisations- 
grad der Proteine ist. Er betragt immer fiir das Gramm Albumin 
| cem, fiir Globulin 1,3 cem (Kap. III und TV). 


3. Gleichzeitige Messungen des osmotischen Druckes und der 


Viskositét in derselben Versuchsreihe zeigen die bekannte auber- 
ordentliche Abhangigkeit dieser GréBen vom lonisationsgrad (vom py) 
Nimmt man ferner eine Viskositatskurve desselben Albuminpraparats 
unter Bedingungen auf, die eine einwandfreie Berechnung des Albumin. 
volumens als disperse Phase gestatten, so ergibt sich: | g Albumin 
hat ein Viskositétsvolumen, das von 2,0 cem bei isoelektrischer Reaktion 
bis zu etwa 15 ccm am Saurequellungsmaximum steigt. Diese auber 
ordentliche Vermehrung des Viskositaétsvolumens mit der lLonisation 
diirfte genau wie die entsprechende Steigerung des osmotischen Druckes 
auf osmotischer Wasseraufnahme beruhen (entsprechend den Donnan. 
gesetzen nach Jaques Loeb) (Kap. IV). 

4. Die bei der EiweiBionisierung auftretende Anderung des Gesamt 
volumens des wasserigen Systems sollte im allgemeinen ein annaherndes, 
unter den hier angewandten Versuchsbedingungen (s. 8. 224 ff. u. 238) 
sogar ein recht genaues MaB der Abhingigkeit der Hydratationskrafte 
von der EiweiBionisation darstellen. Bei der Lonisation verschiedener 
EiweiBkérper und Aminosauren erhalt man keine Volumenkontraktion 


! H.H. Weber, ,.Die Hydratation der EiweiBkérper und die Byerrum- 
sche Zwitterionentheorie“ erscheint demnachst in dieser Zeitschrift. 
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wie es bei starker Hydratationssteigerung zu erwarten wiire, sondern 
eine Volumendilatation. Sie betrigt fiir das durch Sauren ionisivrte 
Normalaquivalent 7 bis 9 ccm, bei der Lonisierung durch Laugen 16 }is 
22cem, je nach der Natur des ionisierten Ampholyten. Sie unter 
scheidet sich fiir EiweiBkérper und fiir Aminosauren bei Saureionisierwny 
nicht, bei Alkaliionisierung kaum mehr als fiir verschiedene Amin. 
sauren oder EiweiBkérper unter sich (Kap. V und VI). 


5. Entionisiert man die ionisierten Ampholyte wieder (durch 
Neutralisierung der sauren bzw. alkalischen Liésungen), so tritt in dem 
gesamten KreisprozeB eines Normaliquivalents eine Volumenerweiterung 
von 22cem auf. Dies ist die Volumenerweiterung, die der Bildung 
eines Mols H,O aus H und OH’ unter den angewandten Versuchs 
bedingungen (s. 8. 236) entspricht. Die Bildung eines Mols H,O aus 
H’ und OH’ ist aber der einzige chemische Vorgang, der in der Summen 
formulierung eines solchen Kreisprozesses auftritt. Wenn dieser Vorgang 
quantitativ zur Erklirung der angegebenen Volumenerweiterung 
geniigt, so muBb am SchluB des Kreisprozesses die Lyophilie der Ampho.- 
lyte offenbar dieselbe sein wie an seinem Anfang (s. 8S. 237). 


6. Deutet man die Warmeténung bei der Ionisierung von Eiweil. 
kérpern als die Warmeténung der eigentlichen chemischen Ionisierungs- 
reaktion, was sich als wahrscheinlich richtig begriinden liBt, so bleibt 
keine mit der lIonisierung verbundene Hydratationswirme  iibrig 
Die Hydratationswirme diirfte aber nach den Untersuchungen von 
Katz bei lyophilen Kolloiden ein quantitatives Ma8 der Hydratations. 
energie sein. Deutet man dagegen die gesamte lonisationswirme als 
Hydratationswirme, so betriigt die mit der Ionisation verbundene 
Steigerung der Hydratationsenergie selbst bei maximaler Ionisierung 
nur ungefahr 3 °/, der Hydratationsenergie des elektroneutralen Eiweiles 


(Kap. VII). 


7. Die angefiihrten Messungen sprechen simtlich gegen eine 
spezifische Abhangigkeit der EiweiBhydratation von der Eiweil- 
ionisation. DaB thermochemische Daten und Volumenanderungen bei 
der lonisierung von EiweiBkérpern und Aminosduren grundsitzlich 
gleich sind, zeigt, daB die geringfiigigen Hydratationsinderungen, die 
mit der Ionisierung dieser beiden Kérperklassen verbunden sind, in 
Zukunft gemeinsam behandelt werden miissen. 


Die Durchfithrung dieser Untersuchungen wurde uns durch eine 
Unterstiitzung durch die Notgemeinschaft Deutscher Wissenschaft 
erméglicht, fiir die wir auch an dieser Stelle danken méchten. Die 
Damen C. Willberg und H. Réper haben uns in sehr eifriger und ver 
standnisvoller Weise bei der Ausfiihrung der Versuche unterstiitzt. 
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Experimenteller Teil. 
A. Herstellung der Lésungen. 


1. Reagenzien. Aminoséiuren und chemische Reagenzien waren im 
allgemeinen analysenreine Priparate von Kahlbaum oder Merck. 

2. EiweiBlésungen. Die EiweiBkérper sind Serumproteine vom Pferd. 
Frisches Pferdeserum wurde durch Ammonsulfathalbsattigung in Globulin 
und Albumin zerlegt. 

a) Das Globulin wurde auf einer groBen Zentrifuge in etwa 20 Minuten 
abzentrifugiert. Der Globulinbrei wurde dann sofort in sehr durchgiangigen 
Kollodiumhiilsen kurze Zeit gegen flieBendes Leitungswasser dialysiert, 
bis das Globulin wieder in Lésung ging. Dann wurde eine mehrwéchige 
Dialyse gegen 0,9 %ige NaCl-Lésung angeschlossen. bis zum Verschwinden 
jeder Spur einer Sulfatreaktion. Am SchluB betrug die Konzentration der 
so hergestellten Globulinlésungen 6 bis 10%, der py 5,5 bis 6,0. 

b) Albumin. Aus der vom Globulin befreiten Albuminlésung wurde 
das Ammonsulfat durch Dialyse entfernt. Dann wurde die Albuminlésung 
durch Vakuumdestillation bei einer Temperatur eingeengt, die mit wachsen- 
der Albuminkonzentration von 35 bis 25° C abnahm. Die eingeengte Albumin- 
lisung wurde gegen cestilliertes Wasser noch einmal destilliert, dann 
elektrodialysiert. Thre Konzentration am SchluB betrug 7 bis 16%, ihr 
py 5,3 bis 5,8, ihre spezifische Leitfahigkeit 1 bis 3. 10-°. 

Alle EjiweiBlésungen wurden dauernd unter Toluol gehalten. Die 
Dialyse erfolgte in Kollodiumhiilsen mit Glasrand, in die ein Gummistopfen 
mit hohem Steigrohr eingesetzt war, um Verdiinnung der konzentrierten 
Lésungen durch Uberlaufen zu verhindern. 


B. Die Bestimmung der [H]. 
Die py-Bestimmung und die Berechnung der [H] erfolgte in der friiher 
venau beschriebenen Weise !. 


(. Die Bestimmung des N.L.R. und des osmotischen Druckes. 

Beide GréBen wurden durch Gleichgewichtsdialyse in kleinen Kollodium- 
hiilsen (Inhalt 2 bis 3cem) mit Glasrand bestimmt, in die ein Gummi- 
stopfen mit angeschlossenem Quecksilbermanometer eingesetzt war (vgl. 
dazu P. Rona und H. H. Weber, diese Zeitschr. 208, 429, 1928). Die Ab 
lesung des osmotischen Druckes an dem Manometer wurde unkorrigiert 
verwandt, da die Fiillung der Hiilse und die Quecksilberfiillung des Mano- 
meters so eingerichtet wurden, da das Volumen der Innenlésung wahrend 
des Versuchs im wesentlichen konstant blieb. Die osmotische Druckkurve 
des Allgemeinen Teiles, Abb. 2, wurde an 6,9 %iger Albuminlésung gemessen. 

Zu den Versuchen wurde die EiweiSlésung mit Salzsiure oder Natron- 
lauge auf den gewiinschten py gebracht und auBerdem auf den Glucose- 
gehalt, fiir den die GréBe des ,,nichtlésenden Raumes* (N.L.R.) ermittelt 
werden sollte. Der Glucosegehalt der wisserigen AuBenlésung war genau 
derselbe, so daB8 wahrend der Dialyse nur die geringe Glucosemenge die 
Kollodiumwand zu passieren brauchte, die infolge des N.L.R. von innen 
nach auBen abgeschoben werden muBte. Vollsténdiges Diffusionsgleich- 
gewicht war im allgemeinen nach 3 bis 4 Stunden eingetreten, wie sich aus 


1 Hans H. Webey, diese Zeitschr. 189, 407, 1927. 
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der Konstanz des osmotischen Druckes nach dieser Zeit ergab. Die Versiiche 
wurden im allgemeinen nach 14 bis 18 Stunden abgebrochen. Thre gelegent. 
liche Ausdehnung iiber 36 Stunden ergab dieselben Resultate. 

Die Zuckerbestimmung ,,innen“ und ,,auBen“ erfolgte nach Hagedorn. 
Jensen in entsprechender Verdiinnung. Auch die AuBenlésungen, die imroer 
eiweiBfrei waren, wurden zur Zuckerbestimmung ,,enteiweiBt“, um dic 
vollige Gleichheit der analytischen MaBnahmen ,,innen“ und ,,auBen zy 
wahren. In Eiwei®lésungen, denen kein Zucker zugesetzt war, waren nac}) 
Hagedorn-Jensen reduzierende Substanzen nach EnteiweiBung praktisch 
nicht nachweisbar. 

Der N.L.R. in Prozenten berechnet sich aus der Zuckerkonzentration 
,innen*. und ,,auBen‘S nach der Formel 
a 4 - 100, 

Ca 
worin ¢g die Zuckerkonzentration ,,auBen“, c¢; die Zuckerkonzentration 
»innen “* bedeutet. Der N.L.R. wurde an 6,9- und 9,6 %igen Albuminlésungen 
und 5,35 %igen Globulinlésungen bestimmt (Allgemeiner Teil, Abb. 1 und 3, 
Tabelle I). 

Das Eigenvolumen ist = 1/spezifisches Gewicht. Das spezifische Ge 
wicht wurde im 5-cem-Pyknometer bei 20° C fiir 1 g wasserfreies Albumin 
in 9 %iger Lésung zu 1,39, in 11 %iger Lésung zu 1,376 in bekannter Weise! 
errechnet. Als Mittelwert wurde 1,38 angesehen. 


c 
N.L.R. = 


D. Die Viskositatsbestimmung. 


Sie erfolgte im Oswaldschen Viskosimeter im Wasserbad von 30° ( 

(+ 0,.1°). Das Viskosimeter faBte bei halber Fiillung der unteren Kugel 
6ccem. Der mittlere Durchlaufsdruck entsprach 
einer Wassersiule von 15cm Héhe. Das Viskosi 
meter war durch einen Dreiwegehahn C und 
Vakuumschlauch an den Luftraum eines Fiill- 
gefiBes A angeschlossen, der durch Heben oder 
Senken eines zweiten wassergefiillten GefaiBes PB 
unter verschiedenen Druck gesetzt werden konnte 
(Abb. 9). Dieser Druck wurde als zusiatzlicher 
Druck bei der Viskositétsmessung durch ent 
sprechende Stellung des Dreiwegehahns verwendet 
Beide FiillgefiBe waren so weit, daB das Wasser. 
niveau in ihnen sich bei einmaligem Durchlaut 
der Untersuchungsfliissigkeit durch die Viskosi 
meterkapillare praktisch nicht dnderte. Der 
normale Wasserstand in ihnen war durch eine 
Abb. 9 Marke angezeichnet und wurde vor jedem Dureh- 
Oberdruckeinrichtung lauf neu eingestellt. Die Héhen, d. h. Druck- 
bel Vishosimstete. differenz der beiden FiillgefaBe war ein fiir allema! 
festgelegt durch Aufhingung an Haken in ver- 

schiedener Héhe. Der Durchlaufdruck konnte so von 15 (iiber 
40—63—-86) bis 104ccm Wasser verandert werden. Innerhalb dieses 
Druckbereichs traten Wirbelerscheinungen nicht auf. Fiir Wasser 
bestand genau umgekehrte Proportionalitét zwischen Druckhéhe und 





1 Vgl. 2. B. H. H. Weber a.a.0., 8. 439. 
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Durchlaufszeit. Fast genau dasselbe galt auch fiir die Albuminlésungen, 
selbst bei hoher Konzentration und am Viskositatsmaximum. Elastizitéts- 
erscheinungen scheinen also beim Albumin die Viskositatsbestimmungen 
nicht wesentlich zu falschen. Die Viskositaétsbestimmung der Innen- 
jsungen der Versuche iiber den N.L.R. geschah am Versuchsanfang vor 
dem Einfiillen in die Dialysehiilse. Die im Allgemeinen Teil, Abb. 2 
wiedergegebene Viskositétskurve ist an der 6,9%igen Albuminlésung der 
Versuche tiber den N.L.R. aufgenommen. Die Viskositétsmessungen zur 
Berechnung des Volumens der dispersen Phase nach Hinstein wurden in 
einer gesonderten Versuchsreihe mit einer zehnfachen Verdiinnung derselben 
Albuminlésung vorgenommen (= 0,69% Albuminlésung). Der Gehalt 
an disperser Phase betrug hierbei am Viskositétsmaximum 10,4% des 
Gesamtvolumens der Albuminlésung. 


KE. Messung der Volumenkontraktion. 


Sie wurde dilatometrisch vorgenommen. 

1. Das Dilatometer. Der Kérper der Dilatometer (Abb. 10) besteht 
aus einem Glasrohr von etwa 1 cm Durchmesser, das durch einen Hahn Z 
mit weiter Bohrung in zwei Abteilungen A und B zerlegt wird. Abteilung A 
jauft in eine rechtwinklig nach oben 
gebogene, sehr feine Ablesekapillare C 
aus, Abteilung B endet offen mit einem 
Schliff, in den ein Stopfen mit einem 
ebenfalls rechtwinklig abgebogenen 
Kapillarrohr eingeschliffen ist, D. Die 
Lichtung der Kapillare D dffnet sich 
seitlich am Schliff des Stopfens. In 
dem Schliff des Dilatometerkérpers ist 
oben — &hnlich wie bei einer Tropf- 
flasche —- eine Aufblasung angebracht. 
Infolgedessen kommuniziert die Ab- 
teillung B des Dilatometers durch diese 
Ausblasung und das Kapillarrohr des 
Stopfens D mit der a&uBeren Atmosphare, wenn der Stopfen so eingesetzt 
ist, daB sein Kapillarrohr nach oben zeigt. Wird der Stopfen dagegen 
umgekehrt, so ist damit dieser Weg nach auBen gesperrt. 

2. Die Fiillung des Dilatometers. Das Innere des Dilatometers wird 
mit Ather sorgfaltig von allen Hahnfettspuren gereinigt. Die Lésungen, 
die eingefiillt werden sollen, sind unmittelbar vorher gut zu evakuieren, 
damit sich im Thermostaten keine Gasblischen abscheiden. Die Fiillung 
hat vollstandig luftblasenfrei zu erfolgen (besonders auf die Hahnbohrung 
achten). Zundchst wird Abteilung A und die Bohrung des Hahnes EF mit 
Lisung A so weit gefiillt, daB sich der Fliissigkeitsspiegel ein Stiick in B 
befindet. Etwaige Luftblischen werden mit einem Drahtstiickchen entfernt. 
Dann wird der Hahn E geschlossen, der Teil der Lésung, der sich in der 
Abteilung B befindet, ausgegossen und die Abteilung B luftblasenfrei mit 
der Lésung B bis zum Rand gefiillt. In eine der beiden Abteilungen werden 
einige Glasperlen von bekanntem Volumen hineingegeben. Hierauf wird 
der Stopfen D fest eingesetzt, so daB seine Kapillare nach oben zeigt. 

3. Die dilatometrische Messung. Die Messung der Volumeninderung 
erfolgte in einem Thermostaten von 30°C (+ 0,005° C). 


Dilatometer fiir Mischung zweier Lésungen 
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Sobald die thermische Volumenerweiterung beim Einbringen in ey 
Thermostaten beendet ist, d. h. nach etwa 5 Minuten, wird der Stopfen / 
so herumgedreht, da®B seine Kapillare nach unten zeigt. Damit wird Ab. 
teilung B von auBen abgesperrt. Beim Herumdrehen des Stopfens fin let 
infolge unvermeidlicher kleiner Ungenauigkeiten des Schliffs im allgemeiner 
eine kleine Drucksteigerung in B statt. Diese gleicht sich aber sofort durch 
den geschlossenen Hahn £ hindurch nach A und der Ablesekapillare }jiy 
aus, falls der Schliff des Hahnes F in der Mitte in der Breite der Hahn 
bohrung wasserbenetzt ist. Eine derartige Wasserbenetzung auch des 
gefetteten Hahnes £# ist erreichbar, wenn er bei der Fiillung der Abteiluny 4 
(s. oben) einige Male herumgedreht wird. Infolgedessen stehen die Ab 
teilungen A und B einige Minuten nach Schlu®B der Stopfenkapillare /) 
wieder unter gleichem Druck. Wenn der Stand des Meniskus in der Ab 
lesekapillare C mindestens eine Viertelstunde konstant geblieben ist, 6ffnet 
man den Hahn £F und bringt durch Hin- und Herneigen mit Hilfe der Glas 
perlen in einer halben bis 2 Minuten die beiden Fliissigkeiten zur vdélligen 
Durchmischung. Hiernach ist die gesuchte Volumendnderung an der 
graduierten Kapillare C ablesbar. Man iiberzeugt sich, daB der neue Stand 
in der Ablesekapillare hinterher mindestens eine Viertelstunde unveranert 
bleibt. 

Die Empfindlichkeit des Dilatometers hangt von dem Volumenverhaltnis 
der Ablesekapillare zum Dilatometerkérper ab. Die verwendeten Ablese- 
kapillaren faBten im allgemeinen 2 bis 6cmm auf das Zentimeter Kapilla: 
linge. Die Dilatometerkérper hatten im allgemeinen ein Gesamtvolume: 
(A + B) von 8 bis I4cem. Eine Verschiebung um ein Millimeter an de: 
Graduierung der Ablesekapillare entspricht also einer Anderung des Gesamt 
volumens von 2 bis 5. 10—°. 


Fehler —— etwa durch Undichtigkeit der Schliffe — sind im allgemeinen 
daran erkennbar, daB der Stand des Meniskus in der Kapillare vor oder 
nach der Mischung nicht konstant bleibt. Die einzige auf diese Weis 
nicht erkennbare Fehlerméglichkeit besteht darin, da® die Offnung des 
Hahnes £ eine Volumendnderung bewirkt, indem der Hahn dabei etwas 
tiefer in sein Bett hineingedriickt oder aber um eine Spur gelockert wird 
Bei diinner Fettung des Hahnes EF mit sehr zihem Hahnfett unter leichten 
Erwirmen des Hahnbettes erreicht dieser Fehler nur selten den Betray 
von 1mm der Ablesekapillare. Die Genauigkeit der Messungen ist den 
nach im ungiinstigsten Fa'l etwa halb so groB wie die oben angegeben 
Empfindlichkeit des Apparats. Die Volumina der Lésungen, die zur 
Mischung gebracht werden, sind auf !/,9, cm genau bekannt durch Eichung 
der beiden Dilatometerabteilungen und Volumenbestimmung der Glas 
perlen. Sie wurden auf !/,, cm abgerundet der Rechnung zugrunde gelegt. 


In den Mischungsversuchen des Kapitels V des allgemeinen Teiles (Zur 
Ermittlung von 42v und Avy) wurde die betreffende Lésung A mit 
den verschiedenen Lésungen B ungefaihr im Volumenverhaltnis 2 zu | 
gemischt. Dies Verhaltnis war in den einzelnen Versuchsreihen ein wenig 
verschieden, weil das Volumenverhialtnis der Dilatometerabteilungen 4 
und B bei den einzelnen Dilatometern etwas verschieden war. In jecer 
einzelnen Versuchsreihe, dargestellt durch je eine Kurvenschar der Abb. 4 
bis 7, war es dagegen streng konstant. 


In den Ergebnissen der Ionisierungsversuche entsprechen die Volumen- 
anderungen im allgemeinen einem Ausschlag von 1,5 bis 6 cm der Kapillar- 
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lange. Einzelheiten der Berechnung sind aus den folgenden Tabellenausziigey 
der Albuminversuche ersichtlicht. Bei den Versuchen mit Aminosiurm. 
und Globulinlésungen wurde in grundsiatzlich derselben Weise verfahpen 
Auch die GréBe der Ausschlige war von derselben GréBenordnung 

Die Tabellen I und II bringen Ionisierungsversuche mit durchlaufender 
Numerierung, Tabelle III einige Entionisierungsversuche dazu. Die Ent. 
ionisierungsversuche tragen die Nummer der Ionisierungsversuche. ap 
die sie angeschlossen sind, und zur Unterscheidung ein a. Dieselbe Albumin. 
probe, die also im Versuch 4 der Tabelle I ionisiert wurde, wurde wieder 
entionisiert im Versuch 4a der Tabelle ITT. 

Der in den Tabellen als Millimol H’ bzw. OH’ angegebene Cesamt 
gehalt der Dilatometer und ihrer Abteilungen an H’ und OH’ ergibt sich 
durch Multiplikation der angegebenen Konzentrationen an freier Siure 
oder Base mit dem Volumen der Dilatometerabteilung, die die betreffende 
Saéure oder Base enthilt. 











